﻿DUMITRU BUIUC Membru al Academiei de Științe Medicale Profesor U M F „Gr T Popa”, Iași Catedra de microbiologic MARIAN NEGUȚ Membru al Academiei de Științe Medicale Profesor U M F „Carod Davila”, București Catedra de microbiologic Director Adjunct Institutul Cantacuzino București TRATAT DE MICROBIOLOGIE CLINICĂ EDIȚIA A II-A REVIZUITĂ ȘI ADĂUGITĂ EDITURA MEDICALĂ BUCUREȘTI 2008 CUPRINS Partea I: GENERALITĂȚI 1 Logica Microbiologici clinice (Dumitru Buiuc) I 2 Laboratorul de microbiologic clinică (Dumitru Buiuc) 35 3 Sterilizarea, dezinfecția și spălarea în circuitul materialelor din laboratorul de microbiologic (Dumitru Buiuc) 62 4 Microscopie (Dumitru Buiuc) 80 5 Izolarea bacteriilor și studiul culturilor (Dumitru Buiuc) 98 6 Cuantificarea microorganismelor (Dumitru Buiuc) 117 7 Tehnici bazate pe studiul acizilor nucleici utilizate în diagnosticul și supravegherea microbiolo- gică a bolilor infecțioase (Maria Damian) 125 8 Diagnosticul infecțiilor virale, chlamidiale și rickettsiene în laboratorul clinic (Dumitru Buiuc) 150 Partea a П-a: INVESTIGAREA ETIOLOGICĂ A PRINCIPALELOR SINDROAME INFECȚIOASE 9 Hemocultura în diagnosticul infecției (Dumitru Buiuc) 165 10 Examenul lichidului cefalo-rahidian în diagnosticul infecțiilor sistemului nervos central (DumitruBuiuc) 1 82 11 Examenul microbiologic al puroiului (Dumitru Buiuc) 195 12 Diagnosticul de laborator al infecțiilor tractusului respirator superior și cavităților conecta (Dumitru Buiuc) 208 13 Diagnosticul de laborator al infecțiilor tractusului respirator inferior (Dumitru Buiuc) 224 14 Diagnosticul de laborator al infecțiilor tractusului urinar (Dumitru Buiuc) 255 15 Diagnosticul de laborator al infecțiilor tractusului genital masculin (Dumitru Buiuc) 278 16 Diagnosticul de laborator al infecțiilor tractusului genital feminin (Gabriela Coman) 286 17 Diagnosticul de laborator al infecțiilor oculare (Dumitru Buiuc) 299 18 Diagnosticul de laborator al infecțiilor bacteriene în patologia gastro-duodenală (Gabriela Coman) 3 i 7 19 Diagnosticul de laborator în sindromul diareic infecțios (Marian Neguț) 327 20 Diagnosticul de laborator al toxiinfecțiilor alimentare (Dumitru Buiuc, Marian Neguț) 363 Partea a IlI-a: APORTUL LABORATORULUI CLINIC LA INIȚIEREA ȘI MONITORIZAREA TERAPIEI ANTIMICROBIENE REZULTATELE TESTĂRII DE RUTINĂ A REZISTENȚEI LA ANTIBIOTICE CA TEZAUR PUBLIC PENTRU SUPRAVEGHEREA ȘI CONTROLUL REZISTENȚEI LA ANTIBIOTICE 21 Elementele de standardizare a tehnicilor de laborator pentru orientarea și monitorizarea terapiei antimicrobiene (Irina Codiță, Dumitru Buiuc) 387 22 Determinarea sensibilității la antibiotice: tehnici cantitative (Irina Codiță, Dumitru Buiuc) 420 23 Determinarea sensibilității la antibiotice: teste calitative (Irina Codiță, Dumitru Buiuc) 453 24 Testări pentru monitorizarea tratamentului antimicrobian (Dumitru Buiuc) 483 Partea a IV-a: METODE IMUNOLOGICE METODE ALE BIOLOGIEI MOLECULARE METODE CROMATOGRAFICE ȘI DE DEVELOPARE ENZIMATICĂ ÎN MICROBIOLOGIA CLINICĂ 25 Reacțiile antigen-anticorp pentru depistarea rapidă a antigenelor microbiene și serodiagnosticul infecțiilor (Luminița Smaranda lancu) 497 26 Metode moleculare utilizate în diagnosticul și supravegherea microbiologică a patogenilor enterici (Maria Damian, Codruța-Romanița Usein, Marian Neguț) ' 532 27 Identificarea rapidă a microorganismelor prin cromatografie și testarea enzimelor prin substrate cromogene sau fluorogene (Olivia Dorneanu) 545 Partea a V-a: IDENTIFICAREA MICROORGANISMELOR ÎN LABORATORUL CLINIC 28 Identificarea cocilor gram-pozitivi aerobi și facultativ anaerobi (Irina Codiță, Dumitru Buiuc, Carmen Pânzaru, Vasiiica Ungureanu) 562 29 Identificarea cocilor gram-negativi aerobi (Marian Neguț, Ileana Levenet, Alexandru Rafiia) 608 30 Identificarea bacililor gram-pozitivi aerobi (Angeia Diaconescu, Dumitru Buiuc, Carmen Pânzaru, Maria Damian, Dana Magdalena Caplan) 619 31 Identificarea bacililor gram-negativi aerobi glucozo-fermentativi (Marian Neguț, Dumitru Buiuc) 695 32 Identificarea bacililor gram-negativi aerobi glucozonefermentativ (Dumitru Buiuc, Marian Neguț, Gabriel lonescu) 765 33 Identificarea bacililor gram-negativi aerobi sau facultativ anaerobi pretențioși nutritiv (Nicolae Mihancea, Georgeta Mihai, Veronica Alecu, Liviu A Sicinschi, Dumitru Buiuc, Marian Neguț, Olivia Vizitiu) 796 34 Identificarea bacililor acido-rezistenți (Lorena Gabriela Popa, Mircea loan Popa) 881 35 Identificarea bacteriilor anaerobe (Alexandra Macovei) 900 36 Identificarea microplasmelor și ureaplasmelor (Daniela Bădescu) 928 37 Identificarea spirochetelor (Nicoleta Andreescu, Maria lonescu, Dan lonescu, Sanda Hristescu) 935 38 Diagnosticul de laborator al infecțiilor produse de fungi (Mihai Mareș, Olimpia Bazgan) 953 39 Bacterii și fungi cu perete defectiv (Maria Dan, Mihai Mareș) 103 1 Partea a VI-а: MEDII DE CULTURĂ TESTE DE IDENTIFICARE COLORAȚII DILUANȚI 40 Medii de cultură, medii de transport și conservare (Alexandru Rafiia) 1045 41 Teste de identificare a microorganismelor (Dumitru Buiuc) 1085 42 Colorații, coloranți și reactivi pentru microscopie, micrometrie (Dumitru Buiuc, Cârmei Pânzaru) 11 73 43 Diluenți utili în microbiologia clinică (Dumitru Buiuc) 1216 XII Partea I GENERALITĂȚI 1 LOGICA MICROBIOLOGIEI CLINICE (DUMITRU BUIUC) Li DEFINIȚIE 1 2 METODELE MICROBIOLOGIEI CLINICE Metode directe Metode indirecte Necesitatea urgenței Necesitatea preciziei 1 3 VARIAȚII, ERORI ȘI CONTROLUL LOR ÎN MICROBIOLOGIA CLINICĂ Variații biologice Variații preanalitice Variații analitice Variații post-analitice 1 3 1 Fluxul informațional clinică laborator 1 3 2 Performanța testelor de laborator Sensibilitatea Specificitatea Predicția pozitivă Predicția negativă Eficacitatea Relații prevalență-eficacitate Fiabilitatea Reproductibilitatea 1 3 3 Standardizarea și controlul de calitate în microbiologia clinică 1 3 3 1 Definiții generale 1 3 3 2 Referențiale și norme de calitate 1 3 3 3 Controlul variațiilor preanalitice Norme de prelevare a probelor pentru examenul microbiologic Transportul și conservarea probelor Triajul de calitate al probelor Criterii și procedura de respingere a probelor 1 3 3 4 Controlul variațiilor analitice Controlul de calitate al reactivilor Controlul performanței aparaturii de laborator 1 3 3 5 Controlul variațiilor post-analitice 1 3 4 Criterii obiective pentru interpretarea rezultatelor în microbiologia clinică 1 3 4 1 Relațiile microorganism-gaz dă umană, interpătrunderea și dinamica lor L3 4 2 Argumentarea semnificației clinice a microorganismelor oportuniste depistate într-un prelevat patologic 1 3 4 3 Argumentarea semnificației clinice a anticorpilor depistați la un pacient 1 3 5 Supervizarea activității și pregătirea continuă a personalului de laborator 1 3 6 Comunicarea clară a rezultatelor 1 3 7 Relațiile laborator-clinică în controlul de calitate al investigației microbiologice 1 4 UTILIZAREA ADECVATĂ A LABORATORULUI DE MICROBIOLOGIC CLINICĂ 1 4 1 Relația cost-beneficiu (eficiența) 1 4 1 1 Indicarea adecvată a investigațiilor microbiologice 1 4 1 2 Triajul de calitate al prelevatelor 1 4 1 3 Programul de lucru al laboratorului 1 4 1 4 Alegerea testelor pentru investigația microbiologică 1 1 DEFINIȚIE Microbiologia clinică este o disciplină a inedicinei de laborator, care trebuie să ofere cât mai rapid și precis informațiile necesare pentru decizia clinică Ia un pacient cu boală infecțioasă Algoritmul investigației microbiologice pentru clinică are următoarele faze principale: (1) ipoteza clinică, (2) ordonanța și cererea de analiză, (3) prelevarea, etichetarea, conservarea și transportul probelor, (4) înregistrarea și examinarea probelor, (5) concluziile trase, etapizat, de microbiolog din rezultatele obținute, (6) redactarea buletinului de analiză, (7) însușirea concluziilor de către medic și (8) efectul lor asupra deciziei clinice (fig 1-1) 1 2 METODELE MICROBIOLOGIEI CLINICE Metodele dc investigație în microbiologie clinică sunt directe și indirecte Metodele directe presupun: 1) Depistarea rapidă a microorganismelor prin: • microscopie, e g , preparate microscopice necolorate (umede, între lamă și lamelă) sau diferit colorate; Fig 1-1 Algoritmul investigației în microbiologia clinică 2 • tehnici imunologice pentru depistarea și identificarea antigenelor microbienc: • tehnici de depistare a unor metaboliți sau structuri moleculare specifice, e g a acizilor grași volatili, a acidului tuberculostearic prin cromatografie gaz-lichid: a endotoxinei prin testul Limulus; • tehnici de biologie moleculară, e g , sonde de acizi nucleici, reacția de amplificare genică numită Polymerase Chain Reaction (PCR) 2) Izolarea microorganismelor în cultură pură cu: • identificarea izolatelor; • precizarea semnificației lor clinice; • antibiograma, când terapia antimicrobiană este posibilă și necesară Metodele indirecte includ tehnici pentru depistarea, caracterizarea și cuantificarea efectorilor imunitari: anticorpi (diagnosticul serologic), limfocite specific sensibilizate (e g , diagnostic prin reacții intradermice) Necesitatea urgenței apare în raport cu impactul asupra deciziei clinice și sub raport economic ■ In raport cu impactul asupra deciziei clinice, informațiile furnizate de examenul microbiologic le putem aprecia la trei nivele: 1) Foarte urgente Orientează în 1-4 ore decizia clinică prin rezultatele tehnicilor rapide de depistare directă a microorganismelor în prelevatele patologice 2) Urgente Orientează decizia clinică în interval de 18-36 ore prin identificarea prezumtivă a izolatelor cu semnificație clinică, mai ales dacă testul b-lactamazei sau antibiograma sunt posibile pe primoculturi 3) Fără constrângere Influențează decizia clinică abia după 2-5 zile sau mai mult prin identificarea definitivă a speciei, antibiograma pe subcultură, determinarea nivelului de eficiență -cidă a umorilor în cursul antibioticoterapiei, serodiagnosticul Investigațiile foarte urgent și urgente sunt esențiale în bolile infecțioase acute grave (e g , septicemii, meningite, pneumonii, unele diarei acute) sau în infecții cronice grave determinate de organisme cu creștere lentă (e g , meningite tuberculoase) - tabelul 1-1 Sub raport economic investigațiile care dau mai rapid rezultate utile deciziei clinice sunt de preferat atât prin economia de materiale, cât și prin scurtarea spitalizării (e g , antibiograma pe cultură primară în infecțiile tractusului urinar) Comparativ cu laboratoarele de biochimie, hematologie ș a , în laboratorul de microbiologic clinică variațiile și erorile au condiționare mult mai complexă, care decurge , în principal, din interferența și dinamica relațiilor dintre simbionții omului, diversitatea agenților infecțioși cu prevalenta în creștere a celor condiționat patogeni, dinamica procesului infecțios, diversitatea produselor patologice și a tipurilor de prelevate, fragilitatea unor agenți infecțioși De aceea, în cele ce urmează, vom aborda separat aceste probleme Tabelul l-l Eșalonarea investigațiilor în microbiologia clinică în raport cu impactul asupra deciziei clinice Entitatea clinică Prelevate și exigențe de calitate Nivelul importanței Foarte urgent (1-3 orc) Urgent (18-24'ore) Fără constrângere (> 2-3 zile) Seplicemii/Bacteriemii 2-3 hemoculturi înainte de antibioterapie Transport imediat tară refrigerare 0 Daca sunt suficiente bacterii Identificare prezumtivă (microscopică, sonde de ADN, monitor de COJ p-lactamază Antibiogramă Nivel seric -cid Identificarea definitivă a speciei Infecții de catctcr Cateterul Microscopic: amprenta inserției intravenoase a cateterului Cultivare semicantitativă a inserției intravenoase a cateterului f-lactamază Antibiogramă Nivel seric-cid Identificarea definitivă a speciei Hemoculturi cantitative Transport imediat 0 >1000 organisme/ml Identificare microscopică Meningite Pleurezii Artrite Exsudatul seroaselor înainte de antibioterapie Transport imediat Iară refrigerare Citologie cantitativă și calitativă Examen biochimic Proteina C reactivă" Baclerioscopie Antigene solubile Antibiogramă2’ p-lactamază Identificare prezumtivă p-lactamază Antibiogramă Nivel -cid Identificarea definitivă a speciei Urină și sânge Antigene solubile Difterie 3 tampoane de la limita falsei membrane înainte de antibioterapie Frotiu exleinporaneu Diferențiere de mononucleoza infecțioasă și de angina Vincent: microscopia exsuda-tului; leucogramă Prezumție sau absența prezumției Confirmare prin: identificarea b, difterie și lest de toxigeneză Epiglotită Hemoculturi înainte de anii-bioterapie 0 Hcmocultură pozitivă cu bacili grain-negativi pico-morii p-lactamază Antibiogramă Identificarea serotipului b de // in/lueiizae Urină și sânge Aniieen solubil Entitatea clinică Prelevate și exigențe de calitate Nivelul impoi'lan|ci Foarte urgent (1-3 ore) Urgent (18-24 ore) Fin raiisli'jii|j(Tr (> 2 (zilei Pneumonii înainte de antibioterapie: - Spută; raportul celule infla-matorii/celule epiteliale scua-moase - Aspirate prin puncție Citobaclerioscopie: >10-15 bacterii din aceeași categorie microscopică asociate celulelor inflamatorii Antigene solubile Izolare cantitativă sau seini-cantitativă cu identificare prezumtivă a izolatului semnificativ clinic Antibiogramă Identificarea definitivă a speciei Hemoculturi precoce (1-2 zile de boală) 0 Vezi hemoculturi Vezi hemoculturi -Urinași sânge Antigene solubile Peritonile, supurați! Puncție-aspirație înaintea anti-bioterapiei; exigențe de transport pentru anaerobi Citobaclerioscopie Identificarea aerobilor Antibiogramă Antibiogramă Identificarea definitivă a speciilor aerobe/anaerobe Pielonefrite înainte de antibioterapie Urină: probă curată din jet mijlociu/aspirat suprapubian Transport imediat sau refrigerare Citobaclerioscopie: polimorfonuclearei bacterii Antibiogramă2’ Identificare prezumtivă a izolatului semnificativ clinic Antibiogramă Identificarea definitivă a spe- ciei Hemoculturi 0 Vezi Hemoculturi Vezi Hemoculturi Diaree profuză Scaun înaintea antibioterapie!, administrării de pansamente intestinale sau substanțe radio- 1 opace Transport în interval cât mai scurt posibil Prezența de polimorfonucle-are, hematii, germeni foarte mobili, vibrioni sau spirili Suspiciune de shigele, campi-lobacler sau vibrioni boieriei Confirmarea diagnosticului prin identificarea definitivă a speciei " Dacă sunt posibile dozări rapide (e g iniuiioncfelometric) ■' Dacă este posibilă antibiograma pc culturii primară 1 3 VARIAȚII, ERORI ȘI CONTROLUL LOR ÎN MICROBIOLOGIA CLINICĂ Ca în orice determinare de laborator, și în microbiologia clinică variația rezultatelor are mai multe surse: biologică, preanalitică, analitică și postanalitică: 1) Variații biologice apar ca: • variații interindividuale cum sunt cele legate de vârstă (e g , variația litrul ui semnificativ al ASLO de la copilul mic la adolescent și adult; variații ale microbiotei vaginale la prepubera, matură sexual, postmenopauză; colonizarea cu bacili gram-negativi a oro-faringelui la vârstnici ș a ); • variații intraindividuale legate de alterarea temporară sau definitivă a mecanismelor de eliminare microbiană (e g , colonizări microbiene ale traheei Ia pacienți cu disfuncții ale filtrului aerodinamic sau/și ale transportului muco-ciliar etc ) 2) Variații preanalitice Unele sunt fiziologice: astfel, diureza influențează într-o anumită măsură bacteriuria, dar cea mai importantă influență fiziologică este cea legară de terapia antimicrobiană, care denaturează profund rezultatele examenului microbiologic, fiind o importantă sursă de eroare Alte variații preanalitice sunt legate de prelevarea probelor (alegerea produsului, momentul recoltei, modul de recoltare), etichetarea, conservarea și transportul lor la laborator, întocmirea cererii de analiză 3) Variații analitice sunt generate de examenul de laborator prin: materialul utilizat (medii de cultură, reactivi, instrumente, aparate), tehnica de lucru și performanțele individuale ale personalului implicat 4) Variații post-analitice survin între momentul obținerii rezultatului de laborator și însușirea acestuia de către medic Principala lor cauză sunt erori de transcriere a datelor Erorile care decurg din variațiile enumerate mai sus pot fi controlate în măsura în care: • controlăm fluxul informațional clinică-laborator; • alegem teste performante; • standardizăm și controlăm calitatea activității; • utilizăm criterii obiective pentru interpretarea rezultatelor; • supervizăm activitatea și pregătirea continuă a personalului; • asigurăm comunicarea clară a rezultatelor; • atragem clinicianul în programul controlului de calitate al investigației microbiologice 1 3 1 Fluxul informațional clinică-laborator Intr-un mare spital, în ciclul informațional, de la intrare (ordinul de analiză înscris de medic în fișa pacientului) până la ieșire (buletinul de analiză înțeles și însușit de medic), sunt multe etape și este antrenat numeros personal Mai multe circuite feed-baek previn întârzierile și erorile (fig 1-2) 6 Fijj, 1-1 Circuitul informațional între medie și laborator Observați siibcircuitele ЫЫ care asigură o operație corecta, Fluxul datelor care intră în laborator constă din înregistrarea informațiilor despre pacient și a cererilor de analiză în prezent, în laboratoarele noastre informațiile despre pacient sunt conjugate cu cererea de analiză, iar ieșirea este rezultatul testelor înscris în buletinul de analiză Dar, progresiv, trebuie să ne pregătim pentru integrarea comunicării medic-laborator într-un circuit computerizat, care permite conexiuni cu alte servicii ale spitalului (e g , farmacia, alte secții ale laboratorului etc ) 1 3 2 Performanța testelor de laborator Medicul așteaptă de la laborator o ameliorare a posibilităților sale de a confirma sau infirma o entitate nosologică sau condiție (e g , starea de purtător sănătos de germeni patogeni) vizată prin ipoteza clinică Aceasta depinde de eficacitatea, fiabilitatea și reproductibilitatea testărilor de laborator Eficacitatea Obiectiv, la un grup de persoane boala sau condiția de interes pentru medic poate fi prezentă sau absentă Ceea ce cerem unui test este să ne confirme sau să infirme corect aceste situații Testul poate fi pozitiv sau negativ Relațiile între aceste patru variabile (tabelul 1 -2) hotărăsc performanțele testului: sensibilitatea, specificitatea, predicția pozitivă, predicția negativă și eficacitatea Tabelul 1-2 Corelațiile unui test de laborator cu circumstanța patologică într-o populație investigată Rezultatele testului Prezența bolii Totaluri Prezentă Absentă Pozitiv (anormal) Negativ (normal) Real pozitiv (RP) Fals negativ (FN) Fals pozitiv (FP) Real negativ (RN) RP+FP FN + RN ■ TOTALURI RP + FN (total cu boală) FP + RN (total fără boală) RP + FP + FN + RN = N (total observații) Sensibilitatea (Se) măsoară proporția pacienților cu boală pe care testul îi identifică în mod corect în populația investigată Răspunde deci întrebării: „Dacă pacientul are boala, cât de verosimil este să aibă testul pozitiv?” o RP , Sc ~~ RP + FN (ecuația 1) Specificitatea (Sp) măsoară proporția persoanelor fără boală pe care testul le identifică în mod corect în populația investigată Răspunde deci întrebării: „Dacă o persoană nu are boala, cât de verosimil este să aibă testul negativ?” SP = RN FP + RN (ecuația 2) între sensibilitate și specificitate, pe de o parte, și proporția rezultatelor fals negative (FN) și fals pozitive (FP), pe de altă parte, există o relație strânsă: FN proporția FN + (ecuația 3); FP proporția FP = pp + pjq (ecuația 4) De unde rezultă: proporția FN = (1-Se) (ecuația 5); proporția FP = (1 -Sp) (ecuația 6) Predicția pozitivă (PP) măsoară proporția pacienților cu boală din totalul celor cu testul pozitiv Răspunde deci întrebării: „Dacă pacientul are un test pozitiv, cât de verosimil este să aibă boala?” RP PP | pp (ecuația 7) Predicția negativă (PN) măsoară proporția persoanelor fără boală din totalul celor cu testul negativ Răspunde deci întrebării: „Dacă o persoană are un test negativ, cât de verosimil este să nu aibă boala?” RN PN = FN CRN ' Eficacitatea (Ef) este indicatorul sintetic care exprimă proporția clasificărilor diagnostice corecte printr-un test dat RP + RN Ef = (ecuația 9) Valoarea maximă a fiecăruia din indicatorii de performanță definiți mai sus este 1 (100% dacă valoarea raportului o înmulțim cu 100) și este influențată semnificativ de prevalenta bolii în colectivitate Prevalenta (Pr) unei anumite boli exprimă fracțiunea persoanelor din colectivitate care au acea boală RP4-FN (ecuația 10) Rezultă de aici că: Numărul celor fără boală = (1-Pr) (ecuația 11) Dar definiția eficacității (Ef), ecuația 9, poate fi formulată și în termeni dc sensibilitate (Se), specificitate (Sp) și prevalență (Pr) Dacă RP = Pr’N’Se (ecuația 12), RN = (1 -Pr) ■ N ■ Sp (ecuația 13), 9 atunci, prin substituție, obținem: Ef- Pr • Se + (1-Pr) • Sp (ecuația 14) Această nouă formulare, ecuația 14, subliniază clar influența prevalentei asupra eficacității unui test: • la prevalentă mică a bolii, specificitatea influențează semnificativ eficacitatea: • la prevalență mare a bolii, sensibilitatea influențează semnificativ eficacitatea; • la prevalență în creștere, eficacitatea crește numai dacă sensibilitatea testului este mai mare decât specificitatea Și definițiile predicției pozitive (PP) și negative (PN), ecuațiile 7 și respectiv 8, pot fi formulate în termeni de sensibilitate, specificitate și prevalență: Pr • Se PP ■ Pr-~Se (ecua"a l5); (1-Pr) • Sp PN'(I-Pr)'-Sp+Pr(№)(ec“a|ial6)- Aceste noi formulări indică influența prevalenței bolii, a sensibilității și specificității testului asupra capacităților sale predictive Pentru test cu anumită specificitate și sensibilitate: • predicția pozitivă crește cu prevalență bolii (ecuația 15); • predicția negativă crește când scade prevalență bolii (ecuația 16) Examinări repetate și asocieri de teste Performanțele examenului de laborator cresc prin repetarea unui test pe noi probe sau prin asocieri de teste Influența asupra performanței explorării depinde de regula stabilită pentru pozitivitatea seriei de probe sau combinației de teste Regula crede pozitivul consideră suficient un singur rezultat pozitiv din serie (indiferent care, cel inițial sau cel repetat) ori din asociere Crește sensibilitatea investigației pentru că oferă bolnavilor două sau mai multe șanse de detectare, dar scade specificitatea pentru că șansa persoanelor fără boală, de a fi rău clasificate, crește corespunzător Regula crede negativul consideră necesară pozitivitatea tuturor testelor din serie sau din asociere Scade sensibilitatea pentru că oferă bolnavilor două sau mau multe șanse de a fi rău clasificați, dar crește specificitatea pentru că acei fără boală au un număr corespunzător de șanse de a fi corect identificați Fiabilitatea măsoară variația rezultatelor testării de laborator față de valorile sau condițiile reale Vizează, așadar, atât testările cantitative, cât și pe cele calitative: • Fiabilitatea cuantificărilor La dozările care implică diluții duble ale unui reac-tant (e g , titrarea anticorpilor serici, determinarea concentrației minime inhibitoare ori dozarea antibioticelor în umori), valoarea reală se află cuprinsă între plus și minus o diluție față de rezultatul obținut 10 • Fiabilitatea testărilor calitative depinde de raportarea la standarde determinate (e g antibiograma difuzimetrică, utilizarea unor medii de cultură și reactivi cu proprietăți verificate, precum și de folosirea unei terminologii taxonomice recunoscute ( e g izolarea și identificarea microorganismelor) Reproductibilitatea sau precizia măsoară gradul de asemănare între rezultatele aceleiași testări repetate pe un eșantion sau un grup de eșantioane similare, prelevate de la același pacient Depinde de omogenitatea și stabilitatea eșantioanelor și reactivilor Omogenitatea eșantioanelor Izolatele din prelevate contaminate (e g spută, fecale) pot varia (cantitativ și calitativ) dacă însămânțările se fac din zone diferite ale unei probe sau din probe repetate Stabilitatea eșantioanelor și reactivilor Moartea unor microorganisme, supraînmulțirea altora pe durata prelevare-examinare influențează negativ reproductibilitatea Determinarea repetată a antibiogramei difuzimetrice a unei tulpini bacteriene poate da rezultate diferite dar care trebuie să se încadreze între limite acceptate 1 3 3 Managementul calității și standardizarea în microbiologia clinică 1 3 3 1 Managementul calității în contextul globalizării economiei de piajă și al diversificării și înnoirii din ce în ce mai rapide a produselor și serviciilor oferite, este foarte importantă credibilitatea unui produs, a unui serviciu sau a furnizorului acestuia și chiar a unei persoane Laboratoarele medicale, inclusiv cele cu profil de microbiologic nu fac excepție de la această realitate Pacienții, medicii dar și finanțatorii, se orientează către acei furnizori de servicii medicale a căror competență dovedită generează încredere în calitatea serviciilor prestate De aceea, astăzi, tot mai multe laboratoare medicale doresc să se acrediteze Acreditarea reprezintă de fapt o recunoaștere oficială1 a existenței unei anumite competențe la un moment dat și a menținerii în timp a acesteia Evaluarea competenței unui laborator se face pe baza unui anumit standard și a altor documente normative, pentru un domeniu de acreditare definit și implică evaluarea tuturor activităților pe care acesta le desfășoară, inclusiv competența personalului, validitatea metodologiei de testare și a rezultatelor în România, standardul în vigoare după care se face evaluarea competenței laboratoarelor medicale este SR EN ISO 151 89:2007 Laboratoare medicale Cerințe particulare pentru calitate și competență în plus, pentru laboratoarele de microbiologic există cerințe specifice precizate în ghidul „EA-04/10 -Accreditation for microbiologica! laboratoriesA elaborat de European Co-operation for Accreditation (rețeua europeană a organismelor naționale de acreditare) Laboratoarele care acced la acreditare trebuie să documenteze și să implementeze un sistem de management al calității prin care să asigure că cerințele referitoare la calitate 1 Organismul național de acreditare, recunoscut de Guvernul României, este RENAR (Asociația de Acreditare din România), organism de drept privat, neguvemamental de utilitare publică, al cărui obiectiv principal este acreditarea organismelor din infrastructura de evaluare a conformității 11 și competență sunt îndeplinite în conformitate cu standardele de referință în vigoare Managementul calității include activități de planificare, asigurare, control și îmbunătățire a calității Documentația sistemului de management al calității este structurată și ierarhizată, documentul principal fiind Manualul calității In Manualul calității sunt prezentate politica și obiectivele în domeniul calității, este descris sistemul de management al laboratorului și structura documentației utilizate, sunt definite rolul și responsabilitatea șeful laboratorului și al managerului calității pentru asigurarea conformității cu standardul de acreditare Manualul calității unui laborator de microbiologic conține sau face trimiteri la celelalte documente: procedurile sistemului de management și la cele ajutătoare, inclusiv la procedurile tehnice, la instrucțiunile de manipulare a aparaturii din dotare, la tehnicile de lucru utilizate, cu detaliile strict necesare, la formularele utilizate și la modul de completare, la specificațiile~privind reactivii și mediil‘elîfîlizate~(fonnule, reguli de preparare, conservare și control), la algoritmurile de izolare, identificare și caracterizare ^fifiicroorgSiismelor, la nomenclatorul analizelor pe care laboratorul este competenFsă le execute, tăhbnhele de prelevare, conservare și transțSffă^eTevateîbrp'atotogice etc Cerințele standardelor de referință și documentația internă a sistemului de management al calității trebuie să fie cunoscute și aplicate de întreg personalul laboratorului, iar modul în care acestea sunt respectate trebuie evaluat și îmbunătățit continuu 1 3 3 2 Standardizarea Standardizarea reprezintă un ansamblu de convenții care facilitează schimbul de produse, servicii și informații utile, garantate calitativ și care s-a extins de la domeniul industrial și la cel ai îngrijirilorpentru sănătate In domeniul medical, un fenomen biologic sau patologic este însă influențat de mai multe variabile decât o acțiune tehnologică De aceea, poate, în medicină ar fi mai corect sa utilizăm termenul de norme decât cel de standarde sensu stricto Aplicarea acestor norme ne permite să controlăm sursele de variabilitate care influențează rezultatele investigației microbiologice (revezi 1 З ) Pe plan mondial, activitatea de elaborare a standardelor este asigurată de Organizația Intgrnalională-4^ Standardizare (ISO^Jcderație mondială constituită din organisme naționale de standardizare2 din peste 140 de țări Vom aborda în continuare rolul standardizării pentru controlul variațiilor preanalitice și analitice din microbiologia clinică 1 3 3 3 Controlul variațiilor preanalitice include norme pentru alegerea, recoltarea și transportul probelor, criteriile de calitate a probelor acceptate pentru examinare, atitudinea față de probele neadecvate A) Norme pentru prelevarea probelor destinate examenului microbiologic 1) Alegerea prelevatelor patologice, momentul și ritmul prelevărilor Microbul infectant îl căutăm în leziunile de la poarta de intrare a infecției și din organele țintă sau focare metastatice nespecifice apreciate pe baza examenului clinic Poate fi prezent și în 2 Organismul național de standardizare, recunoscut de Guvernul României, este ASRO (Asociația de Standardizare din România), persoană juridică română de drept privat, de interes public, fără scop lucrativ, neguvernamentală și apolitică 12 1 Invazia II Perioada de stere II Declin II Convalescenta Fig 1-3 Dinamica izolării bacililor tifici și a răspunsului imun umoral în cursul febrei tifoide căile de răspândire în organism (e g , sânge, ganglioni limfatici) sau la nivelul căilor de eliminare (e g , intestin, căi urinare) Alegerea momentului optim al prelevării impune cunoașterea evoluției și fiziopatologiei proceselor infecțioase Pentru ilustrare prezentăm în figura 1-3 dinamica izolării bacililor tifici în cursul bolii din diferitele prelevate și dinamica anticorpilor Antigene ale microbului infectant sunt căutate în umori și exsudate din focarul infecțios (e g , spută, lichid cefalo-rahidian), în sânge și în urină Ritmul prelevărilor influențează sensibilitatea diagnosticului (revezi 1 3 2) dar și relația cost-beneficiu Două-trei seturi de hemoculturi în prima zi de intentare, eventual repetate a doua zi, măreseșansa diagnosticuluiîîTsepticemii și bactenemii : " • Sputa matinală, după tuse spontană și profundă, prelevată trei zile consecutiv ameliorează sensibilitatea depîsfarîrbâcîlîTor tuberculozei ' « Câte o probă de scaun prelevată trei zile consecutiv favorizează depistarea agenților infecțioși intestinali Dacă, în ciuda suspiciunii clinice, rezultatul rămâne negativ, este indicată o noua probă prelevată după administrarea unui purgatiy saliir • La pacienții pneumoniei este suficientă o singură probă de spută cu calitate corespunzătoare îv 1 ' Jl • Cultivarea de rutină a exsudatului faringian sau urinei trebuie să se rezume la o • Este formal contraindicată colectarea sputei sau urinei din 24 ore, interval în care condiția microbiologică a probei s£JiiodifieĂnnacc^ptabTL(e^>^ 7prnT-multiplicarea contaminanțilofȚ 2) Prelevările se fac înaintea instituirii tratamentului antinucrobianAzo\^v^ unor bacterii foarte" sensibile (e g , streptococii [3-hemoIitici, gonococicjiieningococii sau Haemophilus influenzae) poate deveni imposibilă după primele ore de antibioticoterapic chiar ineficientă Oricât de mare ar fi urgența tratamentului antimicrobian într-o boală infecțioasă gravă, întotdeauna pot fi și trebuie găsite câteva minute, înainte de 13 administrarea primei doze de antibiotic, pentru prelevarea corectă a probelor destinate examenului microbiologic Dacă această normă nu a putut fi respectată, rar se poate recurge la prelevate alternative (e g , medulocultura mai permite izolarea bacililor tifici și după 24 de ore de la negativarea hemoculturii) Probele obținute sub antibioticoterapie nu vor fi respinse pentru că: • unele antibiotice sunt numai bacteriostatice și microorganismul poate fi izolat după ce inoculul a fost diluat suficient în mediul de cultură proaspăt, tară antibiotic; • uneori antibioticul nu realizează concentrații inhibitorii în focarul infecțios, Oricum, un rezultat negativ va trebui comentat corespunzător în buletinul de analiză , - wW^Prel e vate le examinate trebuie să conțină realul produs patologic, adică material ^^/OTmezTunifcare vehiculează microbul infectant sau antigenele sale în sânge, în 1 ichkkîî cefalo-rahidian sau în urină microbii antrenați din leziuni sunt repartizați uniform Distribuția lor în probele de spută, de materii fecaleTexsiidăteWpe^sljprafața mucoaselor , din plăgi ș a nu este în mod necesar uniformă Dacă~m~Toc de spută se trimite spre examinarejgliyărfflrt^tfe^exsudatul din fosele ămigdaliene un tampon îmbibat aleator ctTsâîrvăȚîn loc de porțiunile muco-sanguinolente din scaun porțiuni prelevate aleator J un răspuns util din partea laboratorului poate fi imposibil 4) Prelevările se fac aseptic Trebuie prevenită sau redusă contaminarea probelor cu microbiota indigenă din secreții, exsudate, țesuturi și organe învecinate Tămyomă endometrial sau endocervical trebuie ferit de contaminarea cu secreții vaginale 'Contaminarea urinei cu rnicrobiourrîreîraîâ ’și''perineală trebuie redusă la maximum prin (foofo prețevare probe~cmate~(^upă-jgcontaminarea ariei periuretrale^-prinse în zbor din -jetul mijlociu ș a m d ) ’ ffo “ " Când metodele curente de reducere a contaminării nu dau rezultate concludente, putem recurge la prelevări care șuntează căile naturale de eliminare și contaminare (e g , aspirație transtraheală, aspirație suprapubiană) Acestea sunt însă tehnici agresive indicate și acceptate numai când relația risc-beneficiu înclină în favoarea beneficiului 5) Probele trebuie prelevate în cantitate suficientă pentru efectuarea corectă a examenelor microbiologice (microscopie, însămânțări pe medii de cultură indicate sau/ și inoculări la gazde de laborator) Impun atenție leziunile sărace în microbi, cum sunt cele din infecții cronice - ' încă frecvent se primesc în laborator tampoane aproape uscate cu exsudate purulente care ar fi putut fi prelevate în cantitate măfmare prin puncție și aspirație Se mai primesc probe de cca 0,5 ml spută ori spălătură bronșică cu cererea de a urmări bacterii cu creștere rapidă, microbacterii și fungi, lucru evident imposibil Asemenea probe, dacă nu pot fi imediat repetate, vor fi examinate, dar cu comentariul de rigoare al unui rezultat negativ în situații în care, prin natura leziunii, cantitatea de material prelevabil este minimă, acesta trebuie suspensionat iniția] într-un bulion de transport adecvat după ce laboratorul a fost prevenit 6) Instrumente și recipiente pentru prelevări și transportul probelor Un instrument de's utilizat pentru prelevare și transport de probe este tamponul de vată sterilizat în 14 rub închis etanș prin dop sau capac Tamponul trebuie să fie lipșifdejnhibitori microbieni ca acizi grași din vată, ioni metalici sau substanțe distilate din tija port-tampon m cursul sterilizării Recomandăm Șamponul de vată hidrofilă cu fibră lungă rulată pe port-tampon din 1етггі(Зе~еѵіиПеп^^ substanțe nocive pentru myle microbrganismeXșau material plastic termorezistent Prelevarea și transportul pe tampon au o serie de dezavantaje care trebuie cunoscute pentru o utilizare corectă: • Prelevă maximum 0,1 mL produs • Polimorfonuclearele se absorb în scurt timp pe fibra de vată De aceea frotiul din prelevatele pe tampon trebuie făcut extemporaneu 1 • Recuperarea microorganismelor de pe tampon este sub 10%; cel puțin 10° bacterii trebuie prelevate pe tampon pentru a le putea depista pe frotiul efectuat extemporaneu și j^^^olorat Gram De aceea se va evita utilizarea tamponului ori de câte ori sunt posibile prelevări în cantități mai mari (aspirația exsudatelor fluide, produse de chiuretaj sau Дх biopsii) Se vor preleva mai multe tampoane dacă examenul presupune efectuarea de frotiuri și însămânțări pe mai multe medii de cultură ' • Prelevarea pe tampon este contraindicată pentru izolarea bacteriilo/anaerobe j Deci tamponul de vată trebuie să rămână indicat numai pentru prelevarea și transportul! exsudatelor de pe suprafața mucoaselor și țesuturilor denudate Taffipoane sterile', întuburi etanșe de material plastic, ambalate individual în plic preetichetat (vezi mai jos) sunt comercializate de diferite firme X^^ec^/eu^/^entm Prelevare ȘÎ transport sunt variate și trebuie alese în funcție de volumul, consistența probei, particularități ale prelevării^șf ale microorganismelor urmărîterToâte trebuie să aibă capac protector etanș Pot fi folosite recipiente existente în laborator sau provenite din spital (eprubete, flacoane, borcaneЯе~200ml7din~stic lă etc ) CdridTționareâlor presupune spălare foarterihgrijita'pentrujnd^părtarea oricăror urme de substanțe antimicrobiene șifsterilizare exclusivjjrin agenți fizici /Desigur, mai avantajoasă este foloslreâmecipienteror tipizate din material plastic, sterilizate, care pot fi alese din cataloagele comerciale 7) Marcarea containerelor cu prelevate patologice se face vizibil, cu etichete autocolante pe care se consemnează prin pix cu bilă următoarele date minimale: numele și prenumele pacientului, prelevatul, sursa, medicul, data și ora prelevării, numărul cererii de analiză în figura 1-4 sugerăm un model de cerere și buletin de analiză microbiologică Semnificația datelor informative din cererea de analiză se grupează astfel: • date necesare identificării probei: numele, prenumele, vârsta pacientului, data recoltării, spitalul, secția, salonul; • date necesare alegerii celor mai adecvate tehnici de prelucrare a probei: diagnosticul prezumtiv, natura probei, examenul solicitat (în temeni cât mai preciși ) precizarea faptului dacă este vorba de bolnav (inclusiv data debutului bolii), convalescent sau purtător, precizări asupra terapiei antimicrobiene eventuale; CERERE DE ANALIZĂ MICROBIOLOGICĂ Spitalul / Secția TeL/Fax Nr de expediere Numele Prenumele Vârsta Diagnostic prezumtiv Data îmbolnăvirii Proba de examinat Examen(e) solicitat(e) Vaccinări în antecedente* Tratament antimicrobian anterior prelevării probei (medicament, modul și ora ultimei administrări) Tratament imunosupresiv (medicament, doze, durata) Data prelevării ora Expediat în ziua de ora Medicul solicitant (Semnătura și parafa) * Semnificative în contextul clinic BULETIN DE ANALIZĂ MICROBIOLOGICĂ Laboratorul Tel /Fax Nr de primire din ora Condițiile în care a ajuns proba în laborator Rezultatul analizei: Microscopia directă Alte metode pentru depistarea rapidă de microorganisme Cultura: Teste de sensibilitate la antimicrobiene: Examene serologice: Data Șef laborator (Semnătura și parafa) Fig 1-4 Model sugerat pentru cererea și buletinul de analiză microbiologică 16 • date pentru precizarea responsabilității prelevării și transportului: ora recoltării, data și ora primirii în laborator, medicul care a recomandat analiza și persoana care a făcut recoltarea și a asigurat transportul; • date necesare pentru interpretarea de către microbiolog a unor rezultate: vaccinări în antecedentele recente, prelevare sub terapie antimicrobiană sau imunosupresivă etc B) Transportul și conservarea probelor Două obiective majore urmărim în intervalul dintre prelevarea probelor și examenul lor microbiologic, care poate varia de la câteva minute la mai multe ore sau zile, după cum proba este destinată laboratorului din spital ori policlinică sau unui laborator de referință: 1) Menținerea cât mai mult posibil a condiției microbiologice inițiale a probei: supraviețuirea microbului infectant, inhibarea multiplicării microbilor contaminanți pe seama nutrienților din prelevatul patologic; menținerea nealterată a citologiei 2) Prevenirea răspândirii microbului infectant la personal și în colectivitate Moartea microbilor infectanți din probele destinate examenului microbiologic este o sursă de erori Poate fi cauzată de: razele solare directe; deshidratare; modificări de /pH; autoliză; oxigenul atmosferic în cazul anaerobilor stricți De aceea, odată recoltate, probele trebuie examinate în cel mai scurt timp posibil sau conservate prin refrigerare și medii de transport adecvate Refrigerarea, La 0°C (container izoterm cu gheață umedă) sau la 4°C (frigider) majoritatea microbilor patogeni supraviețuiesc timp de câteva ore necesare transportului, iar multiplicarea contaminanților este oprită Puține bacterii nu rezistă la refrigerare: meningococul, gonococul, Haemophihts nrfluenzae Mediile de transport asigură supraviețuirea microorganismelor prevenind desicarea variațiile de pH, oxidarea și autoliza Cel mai frecvent utilizate în bacteriologia clinică sunt mediile care conțin substanțe stabilizatoare non-nutritive: e g , Cary-Blair, Amies sau Stuart Alte medii sunt indicate pentru transportul și conservarea virusurilor Formulele acestor medii, indicații privind modul de folosire și firme producătoare sunt precizate în cap, 39 Un indicator, cum este roșu-fenol, permite monitorizarea vizuală apH-ului când această condiție este critică pentru supraviețuirea unor microbi (ca virusuri, shigele etc ) Microbii care sunt izolați pe culturi de celule sau embrioni de găină (ca virusurile, chlamidiile) se transportă în medii cu antibiotice (penicilină, streptomicină, nistatină) Când însă în același prelevat urmărim atât virusuri cât și bacterii, proba va fi suspensionată în mediul de transport fără antibiotice, urmând ca acestea să fie adăugate diferențiat la prelucrarea probei în laborator Cel mai bine însă prelevatul se suspensionează în cele două medii de transport cu precizarea clară a destinației fiecăruia O atenție aparte trebuie acordată bacteriilor anaerobe: • Dacă transportul la laborator și examinarea se fac fără întârziere, cea mai accesibilă metodă este aspirarea probelor fluide în seringă etanșă cu îndepărtarea imediată a bulelor de aer și obturarea acului prin înțepare într-un dop steril Există însă riscul transmiterii prin înțepare a virusului hepatitei В sau al imunodeficientei umane 17 • Pentru probele biopsice și tampoane sau dacă intervalul până la examinare se prelungește, sunt indispensabile containere comerciale speciale (tuburi, flaconașe, pungi ) care conțin un sistem generator de СО , un agent reducator și un indicator „redox" (resazurină sau albastru de metilen) pentru monitorizarea vizuală a anaerobiozei Containere speciale cu atmosferă îmbogățită în СО și mediu microaerofil sunt avantajoase pentru probele în care urmărim Neisseria gonorrhoeae și respectiv Campylobacter jejuni Cei interesați în expedierea de produse microbiene prin poștă trebuie să respecte exigențele de conservare și siguranță impuse de standarde recunoscute internațional Dintre acestea recomandăm procedeul standard elaborat de National Committeefor Clini-cal Laboratory Standards (NCCLS, 1980) C) Triajul de calitate al probelor (vezi și tabelul 1-1) Triajul de calitate al probelor are două etape: controlul macroscopic și controlul microscopic Dar calitatea probelor se relevă și în etape intermediare ale examinării: e g , primoculturi, demonstrarea prezenței de substanțe antimicrobiene în probele cultivate etc 1) Controlul macroscopic al probelor se face în secția de receptură a laboratorului o dată cu înscrierea datelor esențiale în registrul de intrări sau introducerea acestor date în terminalul computerului Urmărim: • consemnarea completă și corespondența datelor de identificare a probei de pe eticheta recipientului și din cererea de analiză; • consemnarea diagnosticului prezumtiv și a datelor anamnestice esențiale: • probele recoltate sub terapie antimicrobiană; • formularea precisă a examenului solicitat în raport cu diagnosticul prezumtiv și natura prelevatului; • intervalul dintre prelevare și înregistrare; • natura mediului de transport; • virajul indicatorilor de pH sau „redox”; • tipul și starea ambalajului; • prezența exsudatului muco-purulent versus secreții contaminante de pe traiectele de eliminare (e g , spută muco-purulentă versus salivă) 2) Controlul microscopic îl facem în sectoarele de investigație, după caz, pe preparate umede sau frotiuri colorate Gram Obiectivează calitatea probelor de spută, de urină, de aspirat duodenal etc prin estimarea proporției realului produs patologic (identificat prin prezența celulelor inflamatorii) față de secrețiile contaminante (identificate prin prezența celulelor epiteliale scuamoase, a unei abundente microbiote mixte) 3) Prezența unei abundente microbiotice mixte cu mai mult de 1-2 bacterii predominante este de asemenea un indicator de calitate insuficientă a prelevatelor cum sunt: sputa, urina, prelevate endometriale și endocervicale, prelevate din plăgi și arsuri Deficiența poate fi sesizată ocazional și la citobacterioscopie (e g , urina din jet mijlociu la femei), dar totdeauna apare în primoculturi 18 D) Criterii și procedura de respingere a probelor Deoarece unele prelevări sunt irepetabile, în această etapă preanalitică trebuie să respectăm câteva reguli precise: 1) Orice neconcordanță privind identificarea probelor, datele neconcordante sau incomplete din cererea de analiză vor fi imediat rezolvate prin circuitele/b^/x/cĂ' precizate in figura 1-2 Orice modificare a unei cereri de analiză sau etichete în cadrul acestor circuite trebuie făcută de către o persoană autorizată identificabilă prin consemnarea în document Probele care nu pot fi identificate nu se examinează 2) Probele identificate, dar necorespunzătoare calitativ (vezi mai jos) se păstrează la 4°C, iar examinarea se temporizează până la confirmarea de către medicul care a emis ordinul de analiză dacă recolta poate sau nu să fie repetată: • dacă recolta poate fi repetată, proba se aruncă; • dacă recolta nu poate fi repetată (lichid cefalo-rahidian, aspirat bronșic piese biopsice), examinarea se va face conform cererii cu atenționarea, consemnată în buletinul de analiză, asupra posibilității unor rezultate fals negative sau fals pozitive cauzate de calitatea necorespunzătoare a probelor Lista deficiențelor calitative care duc la respingerea probelor de la examenul microbiologic: a) Probe de spută după 24 ore de la recoltare înmulțirea contaminanților face inoperantă tentativa de detectare a condiționat patogenilor infectanți, scade drastic sensibilitatea depistării micobacteriilor: refrigerarea atât de îndelungată poate omorî patogenii sensibili b) Probe de urină din jet in^ociujnejiținute nerefrigerate mai mult de 1 oră după recoltafeTTnmulțifea contaminanților face ineficientă urocultura cantitativă ' c) Tampon unic cu solicir^ri-tniibipl^tip depistare de „aerobi, anaerobi, fungi, micobacterii” —— d) Probe evident contaminate cu substanțe străine, e g , bariu, coloranți, substanțe grase, insecte e) Probe autorecoltate de pacient f) Probe evident contaminate prin prelevare și transport în containere neadecvate: e g , fecale pentru coprocultură expediate în cutii de chibrituri (vezi și Capitolul 2 -securitatea microbiologică) g) Plăci cu mediul de cultură uscat sau suprafața invadată prin organisme de contaminare ’ “— ‘ " h) Se exclud de la cultivarea pentru bacterii anaerobe următoarele categorii de produse: • spută; • spălătură gastrică; • urina din jet mijlociu: • secreția prostatică prelevată transuretral; • orice prelevate de la nivelul gurii, nasului, oro- și nazofaringelui (exceptând piese biopsice profunde, intra operatorii); • prelevate cutanate superficiale; • fecale (exceptând solicitările pentru depistarea unor anaerobi diareigeni cum sunt Clostridium difficile, C perfriiigens, C septicum\ • tampoane din orificiile de ileostomie sau colostomie Prezența normală, în număr enorm, a anaerobilor în aceste prelevate face examinarea inoperantă 19 i) Nu se cultivă probele tisulare transportate în soluții fixatoare (formol etc ) Doar în cazul probelor cu dimensiuni mari, primite în laborator imediat după recoltare, se pot încerca spălarea piesei cu soluție salină izotonă sterilă, secționarea și prelevarea pentru cultivare din mijlocul masei tisulare Ca o concluzie privind controlul variațiilor preanalitice, putem spune că rezultatul unui examen microbiologic nu poate fi niciodată mai bun decât produsul patologic examinat Tocmai pentru a ține sub control cât mai eficient calitatea prelevatelor am propus ca prelevările să fie făcute de către o echipă subordonată direct și instruită de laborator (fig 1-2) Acolo unde această formulă nu este agreată, din diferite motive, urmează ca laboratorul să pună la dispoziția fiecărei secții un manual cu tehnicile corecte depjpleyare și să monitorizeze prelevările, ceea ce în final se poate dovedi mai puțin economic (efortul de instruire a unui personal mult mai numeros, cu mai multe subordonări; efortul de monitorizare și numărul mare de probe necorespunzătoare calitativ) 1 3 3 4 Controlul variațiilor analitice presupune alegerea celor mai performante teste (revezi 1 3 2), controlul de calitate al reactivilor, controlul performanțelor aparaturii de laborator, controlul performanțelor personalului de laborator (vezi 1 3 5) A) Controlul de calitate al reactivilor Un tehnician anume desemnat răspunde de evidența operativă a reactivilor utilizați în laborator, urmărește respectarea condițiilor de păstrare și termenele de garanție a eficienței indicate de producători Reactivii sunt dați spre consum în ordinea termenelor de valabilitate și întregul personal trebuie avertizat să nu utilizeze reactivii decât după verificarea termenului de garanție înscris pe etichetă Aspecte specifice controlului de calitate al principalilor reactivi utilizați în microbiologia clinică sunt prezentate în tabelul 1-3 labeliil 1-3 Aspecte specifice controlului de calitate al reactivilor Reactivul Condiții urmărite Frecvența Observații Medii de cultură cu aditivi după sterilizare Sterilitate, pH, proprietăți nutritive1, eficiență selectivă1, reacții de identificare Fiecare șarjă Vezi Capitolul 39 Medii de cultură fără aditivi după sterilizare pH, proprietăți nutritive1, eficiența selectivă1, reacții de identificare Fiecare șarjă preparată în laborator, fiecare lot comercial Ibidem Antigene și seturi de referință Titrul cu seruri și antigene homologe de referință; activitate anticomplementară Fiecare lot comercial sau fiecare dozare Vezi Capitolul 25 Alexină Activitatea hemolitică Fiecare lot și reacție Ibidem Coloranți și colorații Diferențierea afinităților tine-tonale Fiecare lot și colorație Vezi Capitolul 41 20 Tabelul 1-3 (continuare) Reactivul Condiții urmărite Frecvența Observații Reactivi pentru anti-biograme Mediul Mueller-Hinton Fiecare iot Vezi Capitolele: 2 1 Microcomprimate cu antibiotice Diametrul zonelor de inhibiție a tulpinilor de referință Fiecare testare Soluțiile stoc de antibiotic CMI pentru tulpinile de referință Fiecare testare 22 24 Reactivi anorganici Reacția urmărită Fiecare lot Reactivi organici Reacția urmărită Fiecare lot sau semestrial 1 Folosiți tulpini proaspete, cât mai curând după izolare și identificare Fiecare laborator trebuie să întrețină o colecție cu un minimum de tulpini microbiene necesare controlului de calitate al coloranților și colorațiilor, al mediilor de cultură (calități nutritive, eficacitate selectivă, reacții de identificare), al antibiogramelor, al dozării antibioticelor în umori Lista acestor tulpini și modul de conservare sunt prezentate în Capit 43 B) Controlul performanțelor aparaturii de laborator Aspecte specifice controlului de calitate al aparaturii mai frecvent implicate în precizia testărilor de microbiologic clinică sunt rezumate în tabelul 1-4 In funcție de mărimea laboratorului, unul sau mai mulți tehnicieni anume desemnați vor ține pe fișe evidența controlului aparatelor și a reviziilor tehnice periodice sau la cerere Aceste fișe trebuie păstrate împreună cu cartea tehnică și de utilizare a aparatului 1 3 3 5 Controlul variațiilor post-analitice presupune un sistem de înregistrare și comunicare a rezultatelor care reduce la minimum numărul transcrierilor și permite controlul lor în orice moment De aceea am sugerat utilizarea cererii și buletinului de analiză cu date dactilografiate și o copie care se arhivează la laborator (fig 1 -2) Utilizarea unui sistem computerizat pentru înscrierea și comunicarea datelor aduce elemente suplimentare de siguranță Indiferent de sistemul utilizat, documentul primar este caietul de lucru al microbiologului în care se face prima înregistrare a rezultatelor De aceea caietele de lucru trebuie supuse unui regim unitar de înregistrare a datelor și de supervizare 1 3 4 Criterii obiective pentru interpretarea rezultatelor în microbiologia clinică Cât timp patologia infecțioasă a fost dominată de agenții infecțioși clasici (e g difteria, febra tifoidă, holera ș a ), diagnosticul etiologic și interpretarea rezultatelor de laborator erau facilitate de postulatele lui Koch-Henle care stabilesc că un microb poate fi incriminat drept cauză a unei boli dacă: 1) este depistat în toate cazurile bolii respective, iar distribuția lui în organism corespunde leziunilor caracteristice ale bolii; 71 Tabelul H А întreținerea și controlul calitativ al funcționarii aparatelor din dotarea laboratorului de microbiologic Aparatul întreținerea curentă Performanță/Condiția Frecvența Limitele toleranței Revizia tehnică Autoclave • Curățire și schimbarea apei • Eficacitate: - fiole cu spori de B stearotlieniiaphilus - teste fizico-chimice Lunar Săptămânal Fiecare șarjă Omorârea sporilor Fuziune/virajul culorii Semestrial Etuve • Ștergerea prafului de pe pereți și rafturi • Eficacitatea: - benzi cu spori de B siearolkennopliiliia -teste fizico-chimice Lunar Săptămânal Fiecare șarjă Omorârea sporilor Fuziune/virajul culorii Semestrial Frigidere • Curățire și decongelare • Eficacitatea: -termograf -temperaturile maximă și minimă La 2 luni și după liecare întrerupere de curent Continuu Zilnic 2-8°C Semestrial Congelatoare • Curățire și decongelare • Eficacitatea: -termograf -temperaturile maximă și minimă La 2 luni și după fiecare întrerupere de curent Continuu La fiecare deschidere cf temperaturii nominale - 8°la-2O°C -60° la-75° Semestrial Incubatoare • Ștergerea prafului de pe pereți și rafturi • Eficacitatea: - termograf -temperaturile maximă și minimă • Umiditatea Lunar Continuu Zilnic Continuu Temperatura nominală: e g МС + ГС 70% Semestrial Tabelul 1-4 (coiiliniiarc) Aparatul întreținerea curentă Performanță / Condiția Frecvența Limitele toleranței Revizia tehnică Băi de apă • Curățirea pereților interiori, schimbarea apei • Eficacitatea: -nivelul apei -termograf -temperaturilemaximă și minimă Lunar Zilnic Continuu Zilnic cf temperaturii nominale 36-38°C 55-57°C Semestrial Incubatoare cu CO2 • Vezi Incubatoare • Măsurarea pp CO2 prin analizor de gaze sanguine Zilnic 5-10% Semestrial Borcane anaerobe • Curățirea pereților interiori • Eficacitatea: - reactivarea catalizatorului (l60°C,2ore) -înlocuirea catalizatorului - bandă indicatoare cu albastru de metilen Săptămânal La fiecare utilizare La 3 luni La fiecare utilizare Decolorare = pp 0, scăzută satisfăcător Săptămânal, etanșeitatea joncțiunilor capacului Anaerosiate • Curățirea pereților interiori și rafturilor • Eficacitatea: -culturăde C novyi tip В - bandă indicatoare cu albastru de metilen Săptămânal Săptămânal Continuu sau zilnic Creșterea indică pp a O2 extrem de scăzută Decolorare = pp O2 scăzută satisfăcător Săptămânal, etanșeitatea joncțiunilor Centrifuge • Curățirea pereților interiori cu dezinfectant necorosiv (e,g„ glutaraldcliidă) • Eficacitatea: -Tahometru Săptămânal sau după spargerea ori vărsarea unui tub Lunar ± 5% din viteza selectată Anual ВЫ/-4 (continuare) Aparatul Întreținerea curentă Performantă/ Condiția Frecventa Limitele toleranței Revizia tehnică Rotor pentru serologie •Eficacitatea: -nună de rotații per minut La fiecare utilizare 180 flO rotații per minut Anual /?H-metru •Eficacitatea: -testare prin scara cu pH cunoscut La fiecare utilizare ±0,1 unități de pH Anual Recipiente din sticlă Variația de pH a apei distilate după autoclavare Fiecare lot achiziționat Creștere de pH sub 0,5 unități Boxe pentru securitate microbiologică antiepidemică • Dczinfectia: 1 - suprafața de lucru și pereții interiori cu dezinfectant necorosiv (e g glutar-aldehidă) - interiorul cu vapori de formaldehidă •Eficacitatea: anemometru Zilnic La schimbarea filtrelor Semestrial sau trimestrial Viteza curentului de aer în frontul de lucru (m3/s): clasa 10,7-1,0 clasa II 0,4 clasa III 0,75 Semestrial 2) este izolat în cultură pură și subcultivat, pentru a fi studiat, pe medii artificiale; 3) cultura pură inoculată la un animal receptiv reproduce boala cu leziunile caracteristice din care microbul poate fi reizolat Patologia infecțioasă modernă a suferit mutații profunde concretizate în esență prin regresul bolilor infecțioase clasice cu prevalentă în creștere a infecțiilor determinate de microorganisme condiționat patogene, care nu se mai supun ad-literam postulatelor lui Koch-Henle Paralel, s-a dezvoltat însă înțelegerea relațiilor microorganism-gazdă în special sub aspectul interpătrunderii și dinamicii lor, iar progresele biologiei moleculare ne ajută să înțelegem variațiile de patogenitate ale microorganismelor 1 3 4 1 Relațiile microorganism-gazdă umană, interpătrunderea și dinamica lor sunt sugerate și definite în figura 1-5 Parazitismul afectează gazda până la apariția bolii infecțioase Microorganisme comensale și mutualiste colonizează suprafețele gazdei fără un prejudiciu definit Aceste microorganisme de colonizare formează în ansamblul lor o entitate ecologică numită microbiota indigenă Limitele colonizării sunt condiționate de barierele antimicrobiene Astfel, în organism se delimitează zone normal sterile (mediul intern, țesuturile, cavitățile seroase), zone normal necolonizate deși contaminate ocazional sau periodic (sinusurile paranazale, urechea medie, etajul infraglotic al căilor respiratorii, căile biliare, căile genitale interne, vezica urinară, stomacul, duodenul) și zone normal colonizate (colonul și ileonul terminal, căile aero-digestive superioare, uretra distală, vaginul, tegumentul) ASOCIAȚII SIMBIOTICE Dependentă parțială ’ ocazională Asocierea Fig 1-5 Interferența și dinamica relațiilor în simbioza om-microorganisme: Infecția cu microorganisme oportuniste ale microbitei indigene poate fi repetată -Evoluția de Ia infecție spre portaj de microorganisme patogene Infecția latentă și evoluția ei reversibilă Dependență forate ' Colonizări tranzitorii sau permanente ale unor suprafețe sau cavități supuse contaminărilor, dar normal necolonizate, apar în condiții de discontinuități accidentale ale barierelor an ti infecțioase (plăgi, arsuri) sau de eliminare microbiană deficitară (bronșite cronice, viroze respiratorii, aclorhidrie gastrică, uropatii obstructive) Perturbări în echilibrul ecologic al microbiotei indigene, disbioze, pot fi induse de modificări ale substratului nutritiv (e g , ten seboreic, absența unor enzime digestive), ale condițiilor fizico-chimice de găzduire (e g , transpirație excesivă), de modificare a receptorilor pentru liganzii bacterieni (e g , pierderea fibronectinei din glicocalixul epiteliului oro-faringian reduce densitatetea streptococilor viridans și favorizează colonizarea cu bacili gram-negativi), administrare de antibiotice Dinamica relațiilor microorganism-gazdă este dependentă de interacțiunea dintre capacitățile patogene ale microorganismelor și capacitățile antimicrobiene ale gazdei în raport cu capacitățile lor patogene, microbii formează un spectru continuu care se extinde de la microbii înalt patogeni la cei nepatogeni Microbii înalt patogeni au suficiente capacități agresive pentru a îmbolnăvi o gazdă cu apărare antiinfecțioasă normală Sunt agenți etiologici ai bolilor infecțioase clasice: boli cu evoluție clinică, simptomatologie și epidemiologie bine definite Prin vindecarea clinică a infecției, unele microorganisme înalt patogene trec de la relația de parazitism la cea de comensalism sau de mutualism Purtătorii sănătoși de microbi patogeni găzduiesc aceste organisme în calitate de comensali pe mucoase și le pot transmite la persoane sau animale receptive In infecțiile latente relația microbilor „dormanți” (rickettsii, bacilii tuberculozei ș a ) cu gazda este de mutualism: sunt adăpostiți și supraviețuiesc în țesuturi, dar întrețin imunitatea gazdei Microbi nepatogeni în sens strict sunt probabil numai acele organisme autotrofe sau saprofite ale mediului extern care nu găsesc în țesuturile și umorile noastre condițiile fizico-chimice și nutritive necesare dezvoltării Microbii condiționat patogeni sunt simbionți ai microbiotei indigene sau saprofiți ai mediului extern care, deși nepatogeni la gazda normală, manifestă capacități invazive când apar breșe în sistemul barierelor antiinfecțioase sau când prin transfer genetic dobândesc anumite capacități patogene Pentru că acești microbi își manifestă patogenitatea numai în anumite circumstanțe, relația lor cu gazda a fost numită oportunism (de la engl opportunity = ocazie bună; împrejurare favorabilă pentru a-și ataca gazda) O dată cu restabilirea barierelor antiinfecțioase ale gazdei și răspunsului imun, microorganismele condiționat patogene revin la relația de comensalism sau mutualism limitată la învelișuri Microbii cu potențial invaziv redus, care se manifestă numai când, accidental, capătă acces în situsuri lipsite de apărare antiinfecțioasă (depozite de fibrină de pe suprafața valvulelor cardiace, cavitatea meningială) pot fi numiți microbi accidental patogeni Studiind variația capacităților patogene ale microorganismelor, S FALKOW și colab (1988) au formulat postulatele moleculare ale lui Koch 1) Fenotipul (proprietatea, funcția, structura) investigat trebuie să fie asociat tulpinilor patogene ale unei specii sau speciilor patogene ale unui gen 2) Inactivarea specifică a genei (lor) care codifică structura de patogenitate suspectată trebuie să ducă la o pierdere cuantificabilă a virulenței 26 3) Reversia sau substituția alelică a genei mutante trebuie să restaureze patoge-'i‘3îea Reiese, din contextul sumar prezentat mai sus, că un același microorganism depistat la diferiți pacienți sau la același pacient în diferite momente poate avea semnificații diferite: infectant, de portaj, contaminant, de colonizare normală sau anormală De unde se degajă două concluzii importante: • Niciodată un microb depistat nu trebuie acceptat drept cauză a bolii numai pentru că este un patogen recunoscut, ci numai prin argumente convingătoare • Niciodată un microb depistat nu trebuie respins drept cauză a bolii numai pentru că nu este un patogen recunoscut, ci numai prin argumentare convingătoare 1 3 4 2 Argumentarea semnificației clinice a microorganismelor depistate într-un prelevat patologic o facem în funcție de: • condiția microbiologică a prelevatului: • patogenitatea și raporturile izolatelor cumicrobiota indigenă; • contextul clinic; • reactivitatea antiinfecțioasă a pacientului Cazul prelevatelor necontaminate însăși prezența în asemenea prelevate conferă microorganismelor depistate (prin microscopie, izolare) semnificație clinică Doar pentru microorganisme accidental patogene rezidente ale tegumentului, argumente suplimentare trebuie să elimine suspiciunea contaminării probelor în cursul puncției și aspirației transtegumentare: • izolarea aceluiași microorganism în hemoculturi repetate în condițiile unei asepsii stricte, și cu schimbarea venei puncționate; • prezența pe frotiul direct a unui organism cu aceleași caractere microscopice (e g , în probe de puroi); • contextul clinic (e g , Staphylococcus epidermidis capătă semnificație clinică în hemoculturi de la pacienți cu endocardiă subacută și proteză valvulară cardiacă, în aspirat din peritoneul pacienților imunocompromiși supuși dializei extrarenale) Cazul prelevatelor contaminate pe traiectele de eliminare naturală Izolarea unor microorganisme patogene sau oportuniste străine microbiotei indigene a traiectelor de eliminare are semnificație clinică (e g , bacilii tuberculozei din spută) Semnificația clinică a microorganismelor oportuniste care contaminează uzual aceste prelevate trebuie argumentată prin criterii suplimentare: • Criteriul izolării cantitative O bacterie condiționat patogenă realizează în focarul de infecție concentrații semnificativ mai mari decât atunci când contaminează probe corect recoltate • Criteriul confruntării cantitative între izolatele din cultură și cilobacterioscopia probei examinate Bacteria izolată în concentrații semnificative trebuie să apară semnificativ asociată celulelor inflamatorii Eficiența examenului cantitativ crește prin: • reducerea contaminării prelevatelor în timpul recoltării; • decontaminarea unor, prelevate (ca spălarea sputei pentru îndepărtarea salivei); • prevenirea multiplicării contaminanților până la examinarea probei; • triajul citologic de calitate a probelor Dacă prin toate aceste precauții nu reușim să obținem o probă cu calitate citologică satisfăcătoare sau bacteria(iile) izo)ată(e) nu întrunește suficiente criterii de semnificație clinică, rămâne posibilitatea prelevării unei probe printr-o procedură care șuntează căile de eliminare normal colonizate (e g , puncție transtraheală, puncție suprapubiană, biopsie din „patul” unei plăgi sau arsuri infectate) 27 Cazul prelevatelor din zone normal colonizate Identificarea integrală a izolatelor din asemenea probe este inutilă In funcție de sindromul clinic, urmărim numai principalele microorganisme patogene care îl pot cauza (e g , izolarea Streptococcus pyogenes din exsudatul faringian, izolarea shigelelor, a salmonelelor sau vibrionilor holerici din scaunul diareic) Absența din probă a unei bacterii patogene, care să explice tabloul clinic, orientează investigația spre microorganisme condiționat patogene, virusuri ș a Implicarea microorganismelor condiționat patogene depistare în aceste situații o facem prin: • teste de patogenitate (e g , izolarea din scaunul diareic a tulpinilor de Escherichia caii enterotoxigene, enteroinvazive etc ); • condiția pacientului (e g , oochiștii de Cryptosporidium au semnificație clinică în scaunul diareic al gazdei imunocompromise) Autoserodiagnosticul (demonstrarea la pacient a unei dinamici semnificative a anticorpilor față de izolatul cu presupusă semnificație clinică) este un argument mai rar utilizat și trebuie interpretat prudent din cauza unor posibile înrudiri antigenice între microbi 1 3 4 3 Argumentarea semnificației clinice a anticorpilor depistați la un pacient Folosim următoarele criterii: seroconversia, dinamica semnificativă, litrul semnificativ al anticorpilor sau depistarea anumitor anticorpi IgM • Seroconversia constă în pozitivarea unui test serologic în cursul bolii • Criteriul dinamicii semnificative a anticorpilor este uzual și recomandat Impune prelevarea a două probe de ser, ca și pentru depistarea seroconversiei Serul 1 sau senil acut trebuie prelevat cât mai curând după debutul bolii, iar serul II sau serul de convalescent îl prelevăm la 10-14 zile după primul Ambele probe le testăm, concomitent Anticorpii față de un anumit microb au semnificație clinică dacă apar numai în serul II (seroconversie) sau dacă litrul lor crește de cel puțin 4 ori în senil II față de serul I (dinamică semnificativă) • Criteriul titrului semnificativ al anticorpilor este util când cel ai dinamicii semnificative nu este operant Astfel, la titruri mai mari de 200 U, antistreptolizina O semnifică infecția streptococică în antecedentele imediate • Dozarea anticorpilor IgM Criteriul este operant penru infecții în care există o dinamică bine exprimată a anticorpilor IgM și IgG în răspunsul imun primar (ca rubeoia rujeola, viroze respiratorii, toxoplasraoza etc ) Nu este valabil când anticorpii cu interes aparțin, până la dispariție, clasei IgM 1 3 5 Supervizarea activității și pregătirea continuă a personalului de laborator 1 3 5 1 Controlul intern Responsabilitatea rezultatelor pentru fiecare cerere de analiză revine șefului de laborator care semnează sau contrasemnează buletinele de analiză Șeful laboratoarelor mari poate delega parțial această responsabilitate unor supervizori care trebuie să fie medici primari sau medici principali de specialitatate cu cel puțin 4 ani de activitate în microbiologia clinică 28 Șeful laboratorului realizează îndrumarea și controlul personalului în subordine prin mai multe metode: scrisă, orală, rondul prin laborator, verificarea performanțelor tehnice prin probe oarbe Metoda scrisă Personalul de laborator trebuie să aibă permanent la dispoziție un manual sau un dosar tehnic care cuprinde: 1) Tabelul nominal al personalului cu precizări privind funcția, adresa și numărul de telefon 2) Regulamentul de ordine interioară a laboratorului cu precizări privind: programul de muncă, normele de protecție a muncii și securitate microbiologică, nonnele de prevenire și stingere a incendiilor și sarcinile fiecărui salariat în acest domeniu 3) Descrierea completă a formularelor utilizate în laborator: etichete pentru prelevate patologice, cereri și buletine de analiză, rubricile condicii de înregistrare, modul de consemnare a rezultatelor în caiete de lucru, precizarea documentelor care se arhivează, 4) Planul laboratorului cu amplasarea echipamentului, reactivilor și mediilor de cultură 5) Nomenclatorul analizelor efectuate în laborator 6) Normele de prelevare, conservare și transport pentru produsele patologice 7) Descrierea tehnică a fiecărui test: indicații, principiu, material necesar, procedura, controlul de calitate și interpretarea rezultatelor 8) Lista mediilor de cultură și reactivilor utilizați cu formule complete și mod de preparare 9) Algoritmii de identificare a microorganismelor izolate Manualul tehnic este completat periodic conform noilor teste implementate, scrisorilor metodologice de la forul ierarhic superior, normelor și standardelor de stat Metoda orală constă în întâlniri periodice sau ocazionale cu personalul unui sector de activitate pentru schimb de opinii sau comunicări scurte, la obiect, nu afectează timpul de muncă și productivitatea Prin rondul în sectoarele de muncă șeful laboratorului cunoaște direct modul în care fiecare salariat îndeplinește sarcinile specificate în fișa postului, cu ce probleme se confruntă și poate da instrucțiuni operative de la caz la caz Metoda probelor oarbe examinate în dublu, de către persoana verificată și de către supervizor sau un laborator de referință, este cea mai drastică și obiectivă Analiza de calitate a activităților este făcută și consemnată săptămânal de împuternicit al șefului de laborator și include: 1) Frecvența cu care momentul prelevării nu este consemnat pe etichetă și în cererea de analiză 2) Frecvența cu care probele pentru cultivare ajung cu întârziere mai mare de 2 ore 3) Frecvența, cauzele și responsabilitățile pentru calitatea nesatisfacătoare a prelevatelor 4) Valoarea predictivă a microscopiei și culturilor 5) Erori personale de testare 6) Frecvența cu care rezultatele microscopiei întârzie mai mult de 2 ore 7) Frecvența cu care rezultatele preliminare întârzie mai mult de 2 zile 29 8) Frecvența cu care rezultatele finale întârzie mai mult de 5 zile 9) Frecvența cu care pacienții sunt tratați cu chimioterapice la care microbul infectant a fost rezistent in vitro în raport cu rezultatele acestor verificări, șeful laboratorului programează perfecționarea personalului prin studiul individual, stagii în laboratoare ierarhic superioare, cursuri în universitățile acreditate de către Ministerul Sănătății 1 3 5 2 Evaluarea externă a calității trebuie să fie organizată de către Ministerul Sănătății cu concursul Societății Române de Microbiologie și al laboratoarelor de referință și să condiționeze autorizarea de funcționare a oricărui laborator de microbiologie clinică, atât a celor din rețeaua ministerelor cu servicii de sănătate, cât și a celor particulare Obiectivele vizează: 1) Construcția, finisări, utilități și dotări 2) Asigurarea încrederii medicilor și protecția pacienților 3) Identificarea erorilor aleatorii sau sistematizate 4) Compararea la scară națională a laboratoarelor sub raportul fiabilității 5) Extinderea standardizării în microbiologia clinică 6) Stimularea programelor de control intern al calității și performanțelor 7) Sancțiuni administrative până la retragerea autorizației de funcționare Organizatoric, fiecare laborator primește: • Un număr de cod cunoscut numai de forul organizator și de laboratorul respectiv • Trimestrial un număr de trei probe pentru examene bacteriologice și serologice, care se includ între probele analizate curent • Cererile și formularele pentru buletinul de analiză în dublu exemplar cu precizarea termenului de comunicare a rezultatelor în România, culturile și anticorpii pentru controlul extern de calitate, precum și laboratoarele de referință care examinează dublura probelor rămân a fi stabilite de foruri le organizatoare în raport de dotarea cu reactivi biologici și de morbiditatea prin boli infecțioase la un moment dat După centralizarea tuturor rezultatelor, forul organizator acordă un calificativ fiecărui buletin de analiză și notifică laboratoarelor controlate: - Rezultatul corect - Catalogul calificativelor obținute în care fiecare laborator se recunoaște în condiții de anonimat, prin numărul său de cod - Măsurile administrative care se impun în caz de rezultate nesatisfăcătoare repetate 1 3 6 Comunicarea clară a rezultatelor în microbiologia clinică, nu numai decizia testărilor, ci și modul de formulare a concluziilor,, de comunicare și însușire a lor de către medic au impact asupra finalizării investigației Din multitudinea aspectelor relevate de etapele succesive ale examenului de laborator, microbiologul le selectează numai pe cele semnificative clinic Comunicarea tuturor microorganismelor condiționat patogene dintr-o probă duce mai degrabă la confuzii decât la o clarificare a raționamentului clinic De aceea buletinul de analiză nu 30 înregistrează tot ce a văzut microbiologul, ci numai ce a interpretat ca semnificativ Deci comunicarea microbiologului este un compromis între raportarea factuală și cea interpretativă Pentru ca mesajul informativ al buletinului de analiză să fie cât mai puțin alterat de interpretarea faptelor, microbiologul adoptă o anumită conduită: • Semnificația clinică a unui microorganism trebuie argumentată prin câteva repere esențiale: prelevatul examinat și calitatea acestuia, numele microorganismului, iar pentru cele condiționat patogene - asociația cu reperele citologice ale leziunii, relații cantitative, factori de patogenitate identificați • Absența unui microorganism semnificativ va fi corelată, după caz, cu calitatea probei examinate • Rezultatul neobișnuit al unei culturi trebuie menționat, chiar dacă evidențe de laborator nu permit o concluzie Clinicianul avizat va încerca să o caute integrând datele de laborator în ansamblul informațiilor despre bolnav și al celor din literatura de specialitate E g , Staphylococcus epidermidis sau Propionibacterium acnes pot fi contaminanți ai unei hemoculturi, dar pot să aibă semnificație clinică la pacienți cu valvulopatie cardiacă protetizată, după cateterizare intravenoasă prelungită, la imunodeficienți etc • Dacă rezultatele antibiogramei difuzimetrice se comunică simplu în categorii de sensibilitate, cele ale testărilor cantitative trebuie comunicate ca valori ale CMI cu precizarea punctelor de ruptură prevăzute de standardul utilizat în acest mod decizia clinică va putea fi nuanțată mai precis în funcție de localizarea focarului infecțios • Rezultatele examenului microbiologic trebuie formulate fără ambiguități Sunt formal contraindicate formulări de genul „Examen microbiologic negativ", care asumă o dublă eroare: (a) că au fost căutate toate microorganismele posibile și (b) că au fost utilizate cele mai performante teste posibile, ceea ce de regulă nu este cazul Mai exacte și mai utile sunt formulări de genul: „Exsudat faringian: absent Streptococcuspyogenes sau absent bacilul difterie” ori „Coproculturâ: absente Shigella și Salmonella,'‘ pentru că indică precis: aceste bacterii au fost căutate (parțial și o garanție că au fost utilizate teste performante), lasă clinicianului latitudinea legitimă de a se gândi la alți patogeni posibili și de a face eventual solicitări de investigare în acest sens Buletinul de analiză reprezintă în fond un mesaj, o convenție de comunicare De aceea microbiologicul care îl redactează trebuie să evalueze în ce măsură clinicianul cunoaște convențiile comunicării și termenii utilizați în microbiologia clinică, metodele de laborator utilizate și semnificația microbiologică a datelor consemnate Lipsa unui comentariu sau prezența unui comentariu ambiguu al datelor riscă să transforme buletinul de analiză microbiologică într-un document criptic 1 3 7 Relațiile laborator-clinică în controlul de calitate al investigației microbiologice Cu tot controlul de calitate, rezultatele de laborator pot, accidental, să pară neverosimile, să fie în contradicție cu alte rezultate de la același pacient, să fie în contradicție cu ipoteza clinică 31 Asemenea discrepanțe pot fi o eroare, fie de laborator, fie de diagnostic prezumtiv In aceste situații clinicianul, familiarizat cu sursele variabilității în determinările de laborator, trebuie să revizuiască în primul rând condiția pacientului în momentul prelevării probei Dacă persistă suspiciunea erorii de laborator, trebuie solicitat un nou examen pe aceeași probă (dacă aceasta mai există) sau, dacă este posibil, pe o nouă probă Astfel, de cele mai multe ori, situația este clarificată Dacă a fost o eroare de laborator, se poate depista sursa pentru a preveni repetarea ei Dacă nu a fost o eroare de laborator, raționamentul clinic urmează a fi corectat Ambele spre binele pacientului Comunicările între microbiologul, executant, și clinicianul, solicitant și beneficiar în numele pacientului, pot fi: comunicări scrise, întâlniri organizate, întâlniri spontane, vizite periodice în serviciile clinice Comunicările scrise: • Buletinul de analiză a fost comentat mai sus • Manualul utilizatorului include atenționări asupra practicilor greșite, nomenclatorul analizelor efectuate de laborator, informații pentru medici și asistente privitoare la exigențele prelevării probelor pentru examenele microbiologice și serologice, ghidul de interpretare a rezultatelor Insistăm asupra oportunității formării unor echipe specializate pentru prelevare (fig 1-2) • Scrisorile metodologice ale laboratoarelor de referință sau Societății Române de Microbiologic, publicate periodic, pot atenționa asupra modificărilor recente în investigația microbiologică clinică, modificărilor survenite în nomenclatura microorganismelor, apariției unor noi microorganisme patogene întâlnirile organizate cu medicii și asistentele din secțiile care apelează cel mai frecvent la serviciile laboratorului de microbiologic sunt utile pentru a anunța, a explica modificări recente ale protocoalelor de laborator și a analiza deficiențe ale colaborării clinică-laborator întâlnirile spontane „la dejun” sau „la colțul coridoarelor” cu schimb de opinii asupra serviciilor de laborator (exigențe ale medicilor privind rezultatele analizelor de laborator, exigențe ale microbiologilor privind prelevările etc , necesitatea implementării unui nou test ș a ) Vizitele periodice în serviciile clinice sunt operative și eficiente dacă au ca obiect un qfîșier de sesizări (blocuri cu foi detașabile) în care asistentele și medicii consemnează orice comentarii privind serviciile laboratorului Cu această ocazie se poate stabili contactul personal al microbiologului cu medicii care au ridicat problemele respective 1 4 UTILIZAREA ADECVATĂ A LABORATORULUI DE MICROBIOLOGIE CLINICĂ 1 4 1 Eficienta laboratorului ■ Creșterea marcantă a cotei analizelor de laborator în costul total al asistenței medicale impune cunoașterea mai realistă, atât de către clinician, cât și de către microbiolog, a relației cost-beneficiu pentru bolnav și pentru colectivitate Direcțiile de 32 acțiune sunt: a) cunoașterea precisă a costului analizelor; b) prescrierea unor examene microbiologice cu indicație adecvată; c) triajul de calitate al probelor dublat de monitorizarea prelevării și transportului probelor; d) alegerea testelor pentru investigația microbiologică 1 4 1 1 Indicarea adecvată a investigațiilor microbiologice înainte de a solicita un examen microbiologic sunt utile câteva întrebări: • Poate numele microbului să ajute pacientul? • Este el important pentru combaterea și prevenirea unei izbucniri epidemice într-o anume colectivitate? • Există posibilitatea unui tratament antimicrobian specific? • Este necesar acest tratament? Exemple pot ilustra legitimitatea și utilitatea unor asemenea întrebări pentru formularea rațională a cererii de examen microbiologic La un pacient cu angină sau faringită, indicația pentru exsudatul faringian „Examen microbiologic și antibiogramă” apare nerațională din cel puțin trei motive: a) este o formulare suis-generis pe care laboratorul o poate onora numai cu cheltuială materială și de timp nejustificată de posibiitățile terapeutice limitate la infecțiile bacteriene; b) Strep-iococcuspyogenes sau alți streptococi (3-hemolitici sunt astăzi, când toxiinfecția difterică a devenit rară, principala cauză a anginelor și faringitelor care impune tratament antimicrobian; c) penicilinoterapia infecțiilor cu S pyogenes nu necesită antibiogramă O formulare precisă, care solicită depistarea și identificarea unui anume microb patogen, ameliorează randamentul examenului de laborator prin limitarea investigației la necesarul clinic semnificativ pentru pacient și prin selectarea celor mai rapide, sensibile și specifice metode de depistare, care diferă de la un patogen la altul Supraaglomerarea laboratorului cu probe recoltate din aceeași leziune, a aceluiași pacient, Ia intervale mai mici de 48 de ore este o altă ipostază a prescrierii neraționale a examenului microbiologic Asemenea probe în duplicat au indicații limitate numai la: depistarea unor patogeni în materiile fecale, a micobacteriilor, hemoculturi, plăgi și arsuri întinse, când prelevarea se face din puncte diferite La acest interval scurt mai poate fi indicată și examinarea unor prelevate prin metode invazive sau pe cale naturală numai dacă au o calitate semnificativ superioară primului prelevat Identificarea izolatelor clinic semnificative trebuie să se oprească la nivelul exigențelor diagnostice, terapeutice și prognostice Comunicările „bacii gram-negativ în curs de identificare” sau „bacii gram-negativ anaerob din grupul Bacteroidesfragilis' apar în două etape succesive ale identificării și sunt suficiente pentru decizia clinică Identificarea serovarurilor este rar relevantă pentru microbiologia clinică Excepție fac serovarurile tific și paratifoidice de Salmonella enterica, serovarul b de Haemophilns infhienzae Identificarea markerilor epidemiologie! nu apare relevantă pentru decizia clinică Nu trebuie confundată identificarea completă pentru necesități academice (apanajul laboratoarelor de referință sau din spitale universitare) cu identificarea pentru necesitățile curente ale deciziei clinice Fondurile, încadrarea, competențele și sarcinile celor două categorii de laboratoare sunt diferite 1 4 1 2 Triajul de calitate al prelevatelor ameliorează randamentul economic al laboratorului evitând examinarea inutilă a unor probe nereprezentative pentru leziunea investigată, iar monitorizarea metodelor de prelevare și de transport a prelevatelor previne accesul unor asemenea probe în laborator 1 4 1 3 Programul de lucru al laboratorului trebuie să asigure fluxul continuu și productivitatea investigațiilor Șeful laboratorului, de comun acord cu șefii secțiilor din spital, stabilește și dispune asupra: • orelor între care se fac prelevările, se primesc cererile de analiză și se înregistrează prelevatele: • orele între care sunt eliberate buletinele de analiză; • excepțiile și regimul de primire a analizelor urgente, a probelor intraoperatorii 1 4 1 4 Alegerea testelor pentru investigația microbiologică Performanțele testelor alese pentru investigația microbiologică trebuie să corespundă scopului propus: diagnostic la bolnav, triaj pentru depistarea precoce a unei infecții sau a unei anumite condiții microbiologice Pentru a confirma prezența unei infecții trebuie alese teste cu specificitate și predicție pozitivă mari, în timp ce pentru triajul de excludere sunt indicate teste cu sensibilitate și predicție negativă mari Infecții cu prevalență mare, dar cu predicție pozitivă mediocră a simptomatologiei clinice, aglomerează laboratorul cu un mare număr de probe a căror examinare prin metodele de referință devine excesiv de costisitoare Așa sunt, de exemplu, infecțiile căilor urinare în aceste cazuri triajul pentru eliminarea probelor negative prin teste rapide, economice, sensibile și suficient de specifice (e g , citobacterioscopia cantitativă cu sau fără testul amprentei) permite reținerea pentru urocultură cantitativă și antibiograma a unui număr semnificativ restrâns de probe fără riscul unor rezultate fals negative Asocierea testelor în asemenea algoritmi de investigație, în condițiile respectării controlului de calitate, este o importantă sursă de economie în raport cu bugetul alocat, de comun acord cu șefii secțiilor, șeful laboratorului stabilește nomenclatorul analizelor și nivelul până la care se face identificarea microorganismelor depistate pentru a asigura o cât mai corectă decizie clinică Costul excesiv al analizelor efectuate și ignorarea acestui cost sunt două importante greșeli în conducerea laboratorului Examenul prelevatelor contaminate trebuie orientat și limitat numai la izolarea microorganismelor clinic semnificative Astăzi, „pancultura” cu identificarea și antibiograma nediscriminatorii a izolatelor este un lux nu numai costisitor, dar și periculos pentru pacient Examenele microbiologice „de acoperire” efectuate pe probe irelevante, necorespunzătoare calitativ, consumă fondurile laboratorului și, în detrimentul pacientului, deturnează atenția clinicianului de la realul microb infectant Mai indicată este în acest caz antibioticoterapia de primă intenție inițiată prin raționamentul clinico-epidemiologic dar supralicitarea acestei posibilități încarcă nota de plată a tratamentului prin apelul la noile antibiotice a căror uzură o grăbește prin selectarea și amplificarea fondului genic de rezistență 34 2 LABORATORUL DE MICROBIOLOG1E CLINICA (DUMITRU BUIUC) 2 1 PLANIFICAREA ACTIVITĂȚII 2 1 1 Personal necesar 2 1 2 Aprovizionarea laboratorului 2 2 SPAȚIUL NECESAR AMPLASARE ȘI PLAN 2 2 1 Spațiul necesar 2 2 2 Amplasarea 2 2 3 Planul de ansamblu 2 2 4 Planul principalelor compartimente 2 3 CONSTRUCȚIA ȘI INSTALAȚIILE 2 4 MOBILIERUL 2 5 ECHIPAMENTUL 2 5 1 Microscoape și lupe 2 5 2 Incubatoare, băi de apă sau de nisip 2 5 3 Refrigeratoare 2 5 4 Centrifuge 2 5 5 Balanțe 2 5 6 Oniogenizatoare, agitatoare, dispozitive de triturare a țesuturilor și rupere a celulelor 2 5 7 Aparate pentru distilat apa 2 5 8 Distribuitoare pentru medii de cultură 2 5 9 Containere pentru materialul contaminat 2 5 10 Aparatură și dispozitive pentru sterilizare și dezinfecție 2 5 11 Incinte (boxe) de siguranță microbiologică 2 5 12 Echipament din sticlă, material plastic și articole mici de laborator 2 6 REGULI DE COMPORTARE: REGIMUL ANTIEPIDEMIC, PROTECȚIA MUNCII, PREVENIREA ȘI STINGEREA INCENDIILOR 2 6 1 Regimul antiepidemic 2 6 1 1 Clasificarea microorganismelor în funcție de riscul infecțios 2 6 1 2 Căi de transmitere și porți de intrare în organism ale infecțiilor de laborator 2 6 1 3 Clasificarea laboratoarelor în funcție de exigența siguranței antiinfecțioase 2 6 1 4 Barierele antiinfecțioase: primare, secundare, terțiare 2 6 1 5 Incintele (boxele) de protecție microbiologică 2 6 1 6 Siguranța față de substanțele inflamabile, combustibile, toxice și corosive Depozitarea Precauții la manipularea chimicalelor cu risc Precauții la îndepărtarea chimicalelor uzate Măsuri la vărsarea accidentală a chimicalelor 2 6 1 7 Siguranța față de curentul electric 2 6 1 8 Prevenirea și stingerea incendiilor 2 6 1 9 Alte măsuri privind siguranța activității în laborator Laboratorul de Microbiologic clinică, prin încadrare, construcție, compartimentare, dotări și funcționalitate, trebuie să asigure: • testările necesare deciziei clinice la pacienții cu boli infecțioase: • folosirea cât mai eficientă a forței de muncă; • securitatea personalului, a colectivității și a probelor examinate 2 1 PLANIFICAREA ACTIVITĂȚII Planificarea activității laboratorului de Microbiologic clinică pornește de la patru premise: l)Nomenclatorui de analize adaptat la necesitățile beneficiarilor Fig 2-1 Premisele de planificare a activității în microbiologia clinică 2) Volumul global de activitate repartizată pe tipuri de analize plus creșterea estimată conform prevederilor statistice sau programului de dezvoltare al unităților beneficiare 3) Volumul mediu al activității zilnice repartizat pe tipuri de analize 4) Variațiile sezoniere ale volumului activității, care au ca bază de calcul analizele efectuate în primul și al treilea din ultimii trei ani de activitate Pornind de la aceste patru premise, putem planifica realist: spațiul, dotările, reactivii și personalul necesar pentru o activitate eficientă, actuală și dc perspectivă Figura 2-1 sugerează relațiile dintre premise și planificarea activității 2 1 1 Personalul necesar Baza de calcul o formează: • Numărul de teste per categorii și per zi • Unitățile de timp per procedură (UTP), în minute • Pornind de la aceste premise putem stabili totalul general al UTP per zi Un tehnician sau specialist bine calificat poate realiza 45 UTP/oră Rezultă că: Numărul de ore tehnice necesare Totalul general al UTP per zi per zi pentru totalul testelor 45 țjTP per oră, iar Numărul de tehnicieni sau Ore tehnice necesare zilnic specialiști necesari per zi ~ 8 ore de lucru Valori ale UTP au fost stabilite de diferite foruri: College of American Patholo-gists Pentru laboratoarele noastre nu sunt stabilite însă UTP și nici nu putem extrapola aprecierile forurilor de specialitate străine, din cauza diferențelor dintre dotări, facilități, tehnologii și calificări De aceea calculul necesarului de personal pentru o activitate economică eficientă este încă aproximativ și subiectiv 2 1 2 Aprovizionarea laboratorului A) Planificarea reactivilor și altor materiale consumabile 1) Necesarul consumului anual are ca bază de calcul: «Numărul testelor dintr-o anumită categorie estimat ca medie din anii trecuți (revezi mai sus), e g 800; • Creșterea numerică estimată, e g 75; • Totalul testărilor planificate 875; • Totalul rotunjit al testărilor 900; • Reactiv necesar pentru 100 teste 25 g 36 900 x 25 g Cantitatea necesară pentru consuni per an = = 225 2 Reactivii comuni mai multor testări se sumează 2) Stocul de rezervă Bolile infecțioase transmisibile pot prezenta fluctuații numerice importante De aceea trebuie calculat și un stoc de reactivi în rezervă conform fluctuațiilor sezoniere ori anuale prognozate epidemiologie E g , fondul de rezervă pentru reactivii necesari coproculturii poate fi estimat la 90 de zile (sezonul estivo-autumnal) Necesarul x Număr zile pt consum pt rezervă Stocul de rezervă = —m-з—:—— Numărul zilelor dm an 225 x 90 zile 56 2 360 zile " 3) Stocul planificat însumează: Necesarul pentru consum + Stocul de rezervă 4) Stocul planificat reprezintă cantitatea de reactiv, în termen de valabilitate, existentă la un moment dat în laborator 5) Stocul reporîabil reprezintă cantitatea de reactivi, în termen de valabilitate, existentă la sfârșitul anului El rezultă din: (Stocul efectiv + Cantitatea de reactivi care urmează a intra până la sfârșitul anului conform contractărilor) — Consumul probabil din momentul efectuării calculului până la sfârșitul anului în planificarea reactivilor trebuie să se ia sistematic în calcul stocul reportabil de reactivi Cartotecile de evidență a stocurilor de reactivi permit inventarierea lor operativă Evidența operativă pe cartoteci a sticlăriei și materialelor cu unică folosință facilitează de asemenea inventarierea și stabilirea necesarului pentru anul următor B) Aprovizionarea cu aparatură presupune mai multe etape: 1) Documentarea asupra necesității (relația cost-beneficiu) 2) Alegerea firmei furnizoare după verificarea personală a performanțelor unor aparate similare care funcționează în alte laboratoare sau, mai bine, verificarea unui aparat lăsat de firmă în custodie 3) Șeful laboratorului este responsabil de înscrierea corectă și completă în caietul de sarcini al licitației a caracteristicilor sau performanțelor tehnice necesare și eventualelor posibilități de upgrade^ precum și a următoarelor documente referitoare la partea tehnică a relației cumpărător-fumizor: • certificatul ISO, • certificat ISCIR (pentru aparatele care îl impun: e g , autoclave ș a ), • aprobarea Ministerului Sănătății pentru utilizare, • dovadă că ofertantul este împuternicit de firma producătoare să-i comercializeze produsele în România 4) Organizarea licitației și adjudecarea comenzii 5) Pregătirea spațiului, instalațiilor electrice etc înainte de comanda fermă 6) Pentru aparatele apte de conectare la rețeaua de informare computerizată trebuie prevăzută și comanda accesoriilor de conectare 7) La primirea aparatului trebuie verificate: documentele comerciale, livrarea manualului de utilizare și întreținere, a certificatului de garanție, integritatea și funcționalitatea aparatului și accesoriilor Procedura este valabilă și pentru reactivi Ca reguli generale: • în fiecare laborator, unul dintre specialiști trebuie desemnat pentru gestiunea inventarului și personalul responsabil de inventarierea sau autorizat pentru comanda reactivilor, echipamentului și aparaturii • Orice comandă pentru aprovizionare se face în scris • Contractele anuale pentru livrarea de reactivi și materiale consumabile trebuie să prevadă expres: numele reactivilor, calitatea, numărul de cod, prețul estimat, cantitățile necesare defalcate pe termene de livrare (lunar, trimestrial, anual, în funcție de perisabilitate și cantitățile folosite) • La primirea în laborator reactivii și alte materiale sunt imediat dezambalate și confruntate cu documentul comercial Se urmăresc în mod special: termenul de valabilitate, degradări și defecte macroscopice, performanțele calitative față de martori adecvați Toate neconcordanțele cu prevederile contractului sunt astfel semnalate la timp pentru înlocuirea de către furnizor a materialelor necorespunzătoare • Reactivii verificați sunt înregistrați în cartoteci, marcați cu data primirii și depozitați, în ordinea termenilor de perisabilitate, în condițiile de păstrare indicate de producător 2 2 SPAȚIUL NECESAR, AMPLASARE ȘI PLAN 2 2 1 Spațiul necesar în microbiologia clinică, o activitate de calitate și în condiții de siguranță necesită laboratoare care asigură cca 11 m2 spațiu de lucru/salariat, exclusiv WC-tele, vestiare, spații de depozitare Comparativ cu alte sectoare ale laboratorului clinic, sectorul de microbiologic a beneficiat în măsură mai mică de automatizări De aceea necesitatea unui asemenea spațiu se menține și pentru viitorul previzibil 2 2 2 Amplasarea Amplasarea laboratorului de analize medicale trebuie să faciliteze accesul serviciilor beneficiare și legătura cu serviciile auxiliare încăperile pentru prelevarea probelor trebuie situate în vecinătatea triajului și/sau a celor de tratament ambulator Rezultate bune dă planificarea încăperilor de primire a probelor și eliberare a buletinelor de analiză într-o arie centrală din care radiază diferitele laboratoare componente Necesitățile specifice securității microbiologice impun ca, în cadrul laboratorului de analize medicale, laboratorul de Microbiologic clinică să fie amplasat, pe cât posibil, la distanță și neapărat separat de aria centrală de prelevare a probelor, prelucrare a datelor și eliberare a rezultatelor, unde traficul de personal este intens 38 2 2,3, Planul de ansamblu Orice laborator de Microbiologice clinică presupune următoarele compartimente: de 'eeenxarâ de investigații, de pregătire a sticlăriei de preparare și condiționare a mediilor de ; l:ură și reactivilor, de depozitare (sticlărie, medii de cultură, reactivi), birou, dependințe r er tru necesitățile igienice ale localului și perso-rcîului Dimensionarea acestor compartimente este condiționată în ultimă analiză de numărul examenelor solicitate Siguranța microbiologică si antiepidemică impun ca laboratorul de Micro-mologie clinică să funcționeze cu circuit în sens unic, care poate fi realizat prin dispunerea x neară, fie pe două, fie pe trei tronsoane, de încăperi țară comunicare între ele, singurul acces in fiecare cameră fiind prin coridor Astfel poate fi realizată o scală, ușor de supravegheat, a activităților „murdare” versus „curate” • Dispunerea pe două tronsoane este sugerată în fig 2-2 Este utilă atât pentru spitalele mici, cât și pentru cele mai mari • Dispunerea pe trei tronsoane este indicată pentru laboratoarele marilor spitale, mai ales când beneficiază de automatizări, medii de cultură gata pentru utilizare sau deshidratate, materiale cu unică folosință încăperile sunt separate prin două coridoare longitudinale cu 1-2 coridoare de rocadă Pe unul din tronsoanele laterale sunt dispuse încăperile administrative ( vestiar, birou, camera comună pentru tehnicieni, bibliotecă), pe celălalt tronson lateral Birou Dependințe 12) Dependinței! Receptori Dependințe (3) Păstrare medii te 4°C Preparare medii jje cultură Depozit reactivi Depozit sticlărie | Pregătire I material | Decontaminare I - spălare - = 1 (valoarea maximă a unghiului a când lentila obiectivului este aplicată pe obiect) Apertura numerică maximă practică a obiectivelor uscate este însă 0,95 Obiectivele cu imersie, la care mediul dintre obiect și lentila obiectivului are indicele de refracție mai mare decât al aerului și apropiat de cel al sticlei, ca uleiul de cedru cu л = 1,515, egal cu al sticlei crown (fig 4-4) Apertura numerică maximă este realizată la obiectivele apocromate; 1,4 Obiectivele cu imersie acromate, utilizate curent, au apertura numerică de 1,25 sau 1,30 Calitatea imaginii depinde și de capacitatea definitorie a obiectivului, capacitatea acestuia de a forma imagini cu contur net, precis Capacitatea definitorie a obiectivului se asigură prin corectarea aberațiilor sferică (fig 4-5) și cromatică (fig 4-5) a lentilelor Obiectivele acromate au aberația cromatică corectată prin suprapunerea focarului a două radiații (fig 4-7) Sunt obiectivele utilizate curent în microscopie Obiectivele apocromate au aberația cromatică corectată prin suprapunerea focarului a trei radiații și totodată au apertura numerică maximă Pentru a putea alege obiectivul care asigură cele mai bune performanțe într-un scop dat, pe montura fiecărui obiectiv sunt gravate: puterea de mărire, apertura numerică, corecția aberațiilor (mențiunea apocromat, cele acromate, uzuale, fiind fără mențiune specială), lungimea mecanică a tubului (160 mm) și grosimea lamelei de acoperire pentru care este corectat obiectivul (uzual 0,17 mm) Microscopia curentă în microbiologic clinică necesită următoarele obiective acromate 6Х/0Д; 10X/0,30; 20X70,4; 40X70,65 și 90X71,25 ori 1,30 IU la care asociem, după necesitățile de mărire, oculare 5X, 7 X sau 10X 83 Ш45 6 Obiectiv ulei de cedru nd,51 aer Con dens or Mesa mi croscopului ș lamela si !дтапй52 Sursa de lumina Sursa de lumina А д д Fig 4-4 Principiul de funcționare al obiectivului cu imersie: uleiul de cedru dintre preparat și lentila frontală a obiectivului previne pierderea prin refracție a razelor cu valoare în formarea imaginii (razele 1-5), imaginea apare cu detalii pe câmp microscopic bine luminat Prin refracție în aer, în lipsa uleiului de cedru, o parte din razele cu valoare în formarea imaginii sunt pierdute (razele 7-9) imaginea apare săracă în detalii pe câmp microscopic insuficient luminat A В Fig 4-5 Aberația sferică Zonele inelare ale lentilei au focare proprii, mai apropiate pentru zonele periferice decât pentru cele centrale Pe ecranul AB, în F imaginea punctului luminos L apare cu o aureolă relativ mare și slabă Deplasând ecranul spre F ajungem într-o poziție ab în care imaginea punctului L este cea mai netă (diametru minim și iluminare relativ uniformă) O asemenea corecție a aberației sferice se numește “prin lipsă'1, spre deosebire de corecția prin asociere de lentile, care este „prin exces” (crește distanța focală a zonelor marginale ale lentilei dincolo de cea a zonelor centrale) 84 Pvzife, succesivs â unu/ ecran /njocarui га/г/аііеі Jmu g/г ea punс/‘иiu/ /urni-nos /neonjurai de ha/о иг/ ~ -galben roșu roșu albastru galben 1 slbds1ru\ Fig 4-6 Aberația cromatică Fig 4-7 Corecția aberației în sistemul apocromat suprapune focarul a două radiații diferite: în exemplul ales, focarul radiației verzi (FV) și al celei roșii (FR) 4 1 2 3 Sistemul de iluminare Sursa de lumină este inclusă în talpa microscopului (2) și ește formată dintr-un bec (de preferat cu filament pătrat) și dispozitivele de dirijare a fasciculul^ i luminos către preparat: butoanele pentru centrarea filamentului lămpii (3) diafragma de câmp, oglinda interioară și condensor Oglinda interioară, manipulată prin două butoane (24), dirijează fluxul luminos către condensor printr-un orificiu înconjurat de locașul filtrelor (22) Un filtru mat plasat între sursa de lumină și diafragma de câmp, asigură uniformitatea fluxului luminos și este rabatabil cu ajutorul unei rozete (7) Diafragma de câmp poate fi acționată printr-o rozetă (23) Condensând de câmp luminos (16) este un sistem de lentile care focalizează lumina asupra preparatului și contribuie esențial la luminozitatea imaginii Iluminarea adecvată a preparatului presupune adaptarea aperturii numerice a condensorului la apertura numerică a obiectivului Pentru aceasta condensorul dispune de o diafragmă iris, diafragma de apertură, manipulată cu o pârghie (18) Dacă apertura numerică a 85 condensorului o depășește pe cea a obiectivului, în microscop pătrunde lumină parazită, care produce strălucire aberantă a imaginii Dacă apertura numerică a condensatorului este mai mică decât cea a obiectivului, se pierd detalii ale imaginii (v fig 4-4, B) Condensorul este fixat sub masa port-obiect printr-un suport care culisează pe verticală acționat de un buton (27) Microscopul ML-4M este înzestrat și cu o oglindă exterioară, care se poate monta în locașul filtrelor când, accidental, sursa de lumină internă nu funcționează In acest caz folosește ca sursă de lumină un bec mat de 40-60 W sau, mai bine, o lampă de mare intensitate cu diafragm iris 4 1 3 Amplasarea microscoapelor Microscopul trebuie plasat pe o masă stabilă într-o latură a încăperii care permite așezarea examinatorului cu spatele la fereastră Lumina directă care pătrunde în ochi jenează observarea detaliilor microscopice Pentru microscopia cu fond negru sau cu luminescență este indicată o cameră obscură 4 2 MICROSCOPIA OPTICĂ PE CÂMP LUMINOS Bacteriile, micetele, protozoarele le urmărim în produse patologice sau în culturi fie în stare nativă, vie (preparate umede), fie după fixare și colorare (preparate colorate) 4 2 1 Iluminarea și focusarea imaginii 1) Branșează microscopul la rețeaua de alimentare electrică prin intermediul transformatorului de tensiune 2) închide până la jumătatea cursei diafragma de câmp și rabate geamul mat pentru a verifica dacă filamentul becului este centrat Imaginea filamentului trebuie să apară în centrul locașului filtrelor (filamentele pătrate) sau într-unul din diametre (filamentele lineare, mai puțin satisfăcătoare) Pentru a observa mai bine filamentul, plasează pe locașul filtrelor un geam mat sau o foiță de hârtie pelur Dacă se impune, corectează centrarea acționând butoanele care deplasează axial dispozitivul de iluminare La seriile mai vechi ale microscopului ML-4M centrarea filamentului se face, mai puțin comod, rotind o bucșă randalinată solidară cu dulia becului și fixată printr-o rozetă concentrică 3) Așează pe masa port-obiect preparatul microscopic și fixează-1 între suporți i reglabili 4) Rotește capul revolverului pentru a aduce în axul optic obiectivul selectat Este recomandat ca inițial preparatul să fie scrutat cu un obiectiv uscat slab 5) Privind lateral, manipulează butonul mișcării grosiere până când lentila obiectivului ajunge cât mai aproape de preparat 86 6) Privește prin oculare și ajustează-le pentru propria distanță interpupilară până când obțin viziunea binoculară perfectă a câmpului microscopic 7) Focalizează preparatul acționând tubul microscopului numai de jos în sus prin butonul mișcării grosiere, apoi, dacă lucrezi cu un obiectiv puternic, prin butonul mișcării fine Selectează o suprafață din preparat cu elemente bine etalate Pentru aceasta acționează butoanele concentrice care controlează mișcările transversale și longitudinală ale mesei port-obiect 8) Acționează butonul de focalizare a condensatorului până obții imaginea diafragmei de câmp cu cel mai clar contur La examinări cu obiectivele 10X sau 6X redu apertura numerică a condensatorului prin deșurubarea monturii cu lentila superioară 9) Centrează imaginea diafragmei de câmp acționând butoanele oglinzii Inițial ambele butoane trebuie să fie la jumătatea cursei pentru a asigura suficientă mobilitate într-un sens sau altul 10) Deschide diafragma de câmp până la limita câmpului microscopic O deschidere mai mare introduce lumină parazită în microscop, care determină strălucire supărătoare a imaginii 11) Reglează deschiderea diafragmei de apertură Pentru aceasta scoate ocularul, privește prin tubul microscopului și acționează pârghia diafragmei de apertură până ce imaginea ei ocupă 1/2 - 1/3 din diametrul pupilei de ieșire a obiectivului Deschiderea spre maximum a diafragmei de apertură crește puterea de separare, dar scade contrastul imaginii; invers, micșorarea ei scade puterea de separare, dar crește contrastul imaginii Odată stabilite aceste reglaje, este contraindicată reglarea fluxului luminos prin modificarea diafragmei de câmp sau poziției condensatorului Acum fluxul luminos mai poate fi crescut prin rabatarea filtrului mat, sau scăzut prin introducerea filtrului fumuriu NG 5/2 în locașul filtrelor Filtrul verde VG 6/2 oferă un contrast mai bun imaginii și crește puterea separatoare, dar alterează interpretarea culorilor Cu filtrul albastru BG 33/2 se obține nuanța albă a luminii, care nu alterează culorile preparatului 12) Focalizarea finală a imaginii prin ajustarea dioptriilor: • Obturează ocularul stâng cu capacul din trusa microscopului, privește cu ochiul drept în ocularul drept și focalizează imaginea prin butonul mișcării fine • Obturează ocularul drept, privește apoi cu ochiul stâng prin ocularul stâng și focalizează imaginea numai prin rotirea inelului de ajustare a dioptriilor fără a atinge butoanele mișcării grosiere sau fine a tubului 4 2 2 întreținerea microscopului 1) Ține permanent microscopul la adăpost de praf: sub husă sau în cutie 2) Menține în cutia lor obiectivele și ocularele nefolosite 3) După fiecare examinare curăță uleiul de cedru de pe lentila obiectivului IU cu o hârtie moale, care nu lasă scame în lipsa acesteia, folosește pulpa degetului și șterge imediat uleiul de pe deget cu o cârpă 4) Nu atinge cu mâna suprafețele optice 5) Nu apropia exagerat ochii de oculare Clipirea va lăsa urme de grăsime de pe gene pe lentila ocularului Periodic: 6) Șterge elementele optice ale microscopului, exceptând fețele frontale ale obiectivelor și condensatorului, cu o cârpă curată din finet înmuiată în amestec etanol 96° cu eter în părți egale 7) Curăță fața frontală a obiectivelor, în special a celui cu imersie, și condensorului cu o cârpă de finet umezită în benzină sau xilol Este formal contraindicată utilizarea alcoolului pentru această operație: cleiul folosit de producător pentru montarea lentilelor este solubil în alcool 8) Pentru îndepărtarea eventualelor pulberi din vecinătatea monturii lentilelor folosește o mică pensulă curată sau, mai bine, insuflă cu o pară un jet de aer (nu sufla niciodată cu gura pentru că poți proiecta pe lentile stropi de salivă) Apelează la un tehnician autorizat pentru revizia anuală a microscopului sau pentru intervenții în caz de incidente pe care nu ești abilitat să le rezolvi singur: gripare, deteriorarea unor piese etc Pentru aceasta menționează cronologic în fișa microscopului toate defecțiunile survenite și data reviziilor sau intervențiilor de remediere 4 2 3 Incidente frecvente în microscopie și remedierea lor Cele mai multe sunt legate de examinarea prin obiectivul cu imersie Urmărește atent tabelul 4-1 4 2 4 Preparate microscopice Folosește pentru efectuarea preparatelor microscopice numai lame și lamele de microscop curate și bine degresate, pe care o picătură de apă se întinde în strat subțire și uniform Lamele de microscop sunt lame din sticlă cu dimensiuni de 76/25 mm: cele cu grosimea de 1-1,1 mm permit cea mai bună focusare a imaginii Lamelele au dimensiuni variate în funcție de indicații Pentru camerele de numărat elemente figurate folosește lamele de 26 x 18 x 0,5 mm, care sunt inflexibile și asigură volumul nominal al camerei Pentru examenele uzuale între lamă și lamelă ori pentru protecția preparatelor colorate sunt indicate însă lamele pătrate cu latura de 18,22 sau 24 mm și grosimea de 0,1-0,17 mm Lamele cu grosimea de 0,17 mm sunt numite de unele firme cu nr P/z Obiectivele puternice sunt corectate pentru lamelele de 0,17 mm 4 2 4 1 Pregătirea lamelor și lamelelor de microscop Imersează lamele noi, una câte una, într-un vas cu amestec sulfo-cromic și menține-le la temperatura camerei, mai multe zile Alternativ, pot fi fierte într-o soluție din 6 părți acid azotic (precauții) 6 părți bicromat de potasiu și 100 părți de apă Spală-le apoi abundent cu apă de robinet, clătește-le cu apă distilată și păstrează-le, în borcan închis, imersate în alcool 50% Pentru utilizare scoate lamele din soluția alcoolică și usucă-le prin ștergere cu o cârpă curată 88 Tabelul 4-1 Incidente frecvente în microscopie: cauze și remedii Incidentul Cauze posibile Remedii Imposibilitatea de a focusa imaginea • Lentila frontală a obiectivului acoperită cu ulei de cedru uscat după examinări anterioare neglijente, 1 Ulei de cedru prea vâscos: lama aderă la obiectiv și este ridicată odată cu acesta • Frotiu acoperit cu ulei de cedru uscat după examinări anterioare neglijente 1 Lamelă protectoare prea groasă sau montată cu strat mai gros de balsam decât corecția asigurată de fabricant obiectivului •Lama pusă cu frotiul in jos • Cordon gros de alimentare a lămpii prins între talpa și brațul microscopului • Toate eventualitățile de mai sus excluse Obiectiv posibil defect Curăță cu grijă lentila Schimbă uleiul de cedru Curăță cu xilol frotiul înlocuiește lamela Poziționează corect lama Ridică brațul microscopului și scoate cordonul de sub braț Schimbă obiectivul cu unul din trusa altui microscop 0 imagine bună indică defectarea primului obiectiv Câmp microscopic sau imagine parțial nefocusate • Obiectiv incorect poziționat • Lama incorect poziționată pe masa port-obiect Controlează declicul revolverului la poziționarea obiectivului Corectează poziția lamei Claritatea imaginii perturbata de pulberi sau impurități • Pulberi sau impurități pe frotiu: se mișcă o dală cu frotiul • Pulberi sau impurități pe ocular: se rotesc o dată cu ocularul • Pulberi sau impurități pe obiectiv: se rotesc o dată cu obiectivul Curăță lama Curăță ocularul Curăță obiectivul 0 umbră traversează câmpul microscopic și perturbă claritatea imaginii sau o ascunde •Uleiul de cedru a prins o bulă de aer Ridică tubul microscopului și reia focusarea, Dacă incidentul se repetă, curăță uleiul de pe frotiu și de pe lentila obiectivului și reia operația cu o nouă picătură de ulei Strălucire supărătoare a imaginii • Deschidere excesivă a diafragmei de câmp Verifică și redu deschiderea diafragmei de câmp 06 Tabelul TI (continuare) Incidentul Cauze posibile Remedii Câmp neuniform luminat • Diafragma de câmp sau filamentul lămpii necentrate •Obiectiv incorect pozițional Verifică și corectează fiecare centrare Controlează declicul revolverului ia poziționarea obiectivului Câmpul microscopic în semiobscuritate • Diafragma de câmp sau de apertură incorect reglate • Condensor incorect fixat în montură • Toate eventualitățile de mai sus excluse: condensor cu apertură numerică mai mică decât obiectivul Verifică cele două diafragme și corectează reglarea Verifică și corectează Verifică și montează un condensor cu apertură numerică suficientă Câmpul microscopic neluminat •Pană de curent in rețea • Transformator nefuncțional, contacte defecte sau becul microscopului ars Verifică priza folosind un bec de control Verifică lampa microscopului cu alt transformator și, după caz, înlocuiește siguranța transformatorului sau remediază contactele ștekerelor* ori schimbă becul ars Viziune binoculară incompletă •împerechere de oculare inegale • Binocularul neadaptat la distanța interpupilară • Amelropie oculară necorectată prin ajustarea dioptriilor • Toate eventualitățile de mai sus excluse: adaptare insuficientă la vederea binoculară Verifică și remediază Adaptează corect Verifică și remediază înainte de a privi prin binocular fixează un obiect la distanța extremă * Nu executa aceste operațiuni cu transformatorul în priză: pericol de electrocutare, în caz de urgență, freacă de câteva ori o bucată de săpun cu degetul înmuiat în apă și șterge cu el suprafața lamei îndepărtează filmul de săpun ștergând insistent lama cu o cârpă uscată și curată în final flambează bine Iama trecând-o de cca 10 ori prin flacăra unui bec de gaz Evită să depui lama fierbinte pe suprafața rece, se poate sparge în limita posibilităților, nu reutiliza lamele de microscop pentru că nu ai certitudinea îndepărtării prin spălare a organismelor din frotiul anterior Pentru pregătirea lamelelor procedează ca și pentru lame 4 2 4 2 Preparate microscopice umede Principiu' Citoplasmă este incoloră și are indice de refracție puțin diferit de al mediului de montare a preparatului De aceea în preparate umede microbii devin vizibili numai în condiții speciale de iluminare: • reducerea diafragmei de apertură la microscopul cu fond luminos, • examen pe fond negru (vezi 4 3 1) ori • microscopie în contrast de fază (vezi 4 3 2) Ultimele două metode oferă mai multe detalii morfologice sau structurale ale obiectului examinat Indicații' Examinăm preparate umede pentru depistarea rapidă și identificarea spirochetelor, fungilor sau protozoarelor Metoda permite observarea rapidă a mobilității microorganismelor Sunt de asemenea utile pentru depistarea și identificarea rapidă a unor elemente celulare și necelulare în expectorație, urină ș a Procedura: 1) Depune o mică porțiune din produsul microbian în centrul lamei de microscop marcată cu indicativul produsului examinat Ca fluid de montare folosește însuși prelevatul patologic, bulionul de cultură sau alte soluții, în raport cu indicația examenului (e g soluție 10-20% KOH pentru examinarea fungilor din prelevate patologice, soluție salină izotonă etc ) 2) Acoperă picătura cu o lamelă și apas-o ușor cu pensa de vată pentru a elimina bulele de aer și a obține un strat fin de lichid O apăsare exagerată poate altera structura microorganismelor sau celulelor La manipularea lamelei nu lăsa amprente pe suprafață: urmele de sebum perturbă calitatea imaginii microscopice 3) Absoarbe excesul de lichid de pe marginile lamelei cu hârtie de filtru apoi etanșează prin parafinare preparatul Pentru aceasta depune în lungul marginilor lamelei parafină topită cu ajutorul firului drept sau capilarul îndoit al unei pipete Pasteur ușor încălzit Parafinarea preparatului evită formarea curenților de fluid și evaporarea în cursul examinării 4) Așează preparatul pe masa port-obiect a microscopului 5) Examinează numai cu obiective uscate: scrutarea preparatului cu obiectivul 6X sau 10X, observarea detaliilor cu obiectivul 20X sau 40X Nu utiliza obiective cu imersie deoarece, prin vâscozitate, uleiul de cedru antrenează lamela, formează curenți de fluid și creează impresia falsă a mobilității microorganismelor examinate 6) După examinare, depune preparatul în recipient cu soluție dezinfectantă Interpretare: Mișcarea browniană determină oscilația pe loc a particulelor Curenții de fluid antrenează o mulțime de particule care traversează câmpul microscopic în aceeași 91 direcție Un microorganism este mobil când își modifică poziția față de un reper din vecinătate Bacteriile monotriche sau lofotriche au mișcări rapide de rostogolire, cele peritriche au mișcări oscilatorii 4 2 4 3 Preparate microscopice colorate Principiu: Fixarea coloranților (e g , coloranți bazici de anilină ș a ) pe structurile protoplastului mărește refringența microorganismelor și permite observarea detaliilor morfologice Structuri speciale asociate peptidoglicanului bacterian determină anumite afinități tinctoriale care apar după colorații diferențiale (e g , Gram, Ziehl-Neelsen ș a ) în colorațiile negative particulele insolubile ale colorantului (carbonul din tușul de India, nigrozina) formează fondul negru al câmpului microscopic pe care se observă ușor, ca un halou incolor, capsula unor microorganisme ca pneumococii, Cryptococcus neofonnans etc (vezi Cap 41) Indicații', identificarea microscopică a microorganismelor Procedura: 1) Efectuarea frodului Frotiul este materialul microbian etalat în strat subțire pe suprafața unei lame de microscop marcată cu indicativul produsului examinat îl efectuăm în trei timpi: etalare, uscare și fixare a) Etalarea • Din cultura bacteriană în mediu lichid prelevă cu ansa o picătură și etaleaz-o în centrul lamei, în strat cât mai subțire, prin mișcări circulare excentrice pe suprafață de 1 -2 cm3 tară a atinge marginile lamei • Din cultura pe mediul solid prelevă o cantitate, numai prin atingerea unei colonii cu ansa, și depune-o în centrul lamei lângă o picătură de apă distilată sterilă Experiența îți va arăta cantitatea optimă de cultură pentru a obține un frotiu subțire cu elementele bine dispersate în monostrat Arde surplusul de cultură de pe ansă și, după răcire, omogenizează progresiv cultura depusă în picătura de apă și etalează începătorii au tendința de a efectua frotiuri groase, inutilizabile • Etalează prelevatele patologice fluide procedând ca pentru cultura în mediul lichid La etalarea exsudatelor fîbrinoase (spută ș a ) evită mișcările de du-te-vino ale ansei pe aceeași suprafață pentru că dilacerează exsudatul fîbrino-purulent (realul produs patologic), îl fragmentează și îl amestecă în materialul de contaminare (e g , salivă) Depune în centrul lamei un mic flocon uco- sau fîbrino-purulent Prin mișcări radiare și excentrice ale ansei întinde în strat cât mai subțire exsudatul care, frecvent, se etalează ca o peliculă Inevitabil, alături de porțiuni subțiri vor exista și porțiuni groase iară a constitui un impediment • Pe suprafața de secțiune a unor prelevate biopsice sau necropsice aplică lama în așa fel ca în porțiunea centrală să rămână amprenta leziunii Alternativ, frotiul se poate efectua zdrobind, între două lame sau între lamă și lamelă, formațiuni granulare din puroi sau din spută b) Uscarea rapidă a/rodului în aer cald deasupra unui bec de gaz sau pe platină încălzită la 70°C, are avantaje față de uscarea spontană la temperatura camerei In 92 zonele frotiului unde uscarea întârzie (centru, porțiuni mai groase), hiperconcentrarea sărurilor, pe măsură ce uscarea progresează, ratatinează fagocitele, ceea ce creează dificultăți la examinare 5 c) Fixarea frotiului pentru bacterioscopie se face uzual prin căldură Trece lama, cu frotiul în sus, câteva secunde prin flacăra unui bec de gaz Dosul mâinii trebuie să suporte atingerea lamei astfel încălzite O încălzire mai puternică poate carboniza frotiul Examenul citobacterioscopic sau cel pentru protozoare impune fixarea chimică 2) Colorarea frotiului • Pune lama cu frotiul în sus pe stativul de colorare • Acoperă frotiul, pe rând, cu reactivii indicați conform prevederilor fiecărei metode de colorare (vezi Cap 41) • După epuizarea timpului indicat spală lama cu apă • în final, absoarbe excesul de apă între două sugative și pune lama vertical în stativ sau orizontal pe platina încălzitoare pentru uscare • Examinează la microscop 3) Protejarea frotiurilor deosebite se face prin montarea în balsam de Canada Pentru aceasta: • Spală cu xilol urmele uleiului de cedru de la o eventuală examinare anterioară • Imersează lama vertical în baia de xilol • Scurge parțial excesul de xilol • Menține lama orizontal în mână și depune pe latura lungă, în dreptul frotiului, o picătură de balsam de Canada • Fă contactul între jumătatea unei laturi lamelei și picătura de balsam Eviți formarea bulelor de aer dacă aduci progresiv lamela din poziție oblică, sprijinită pe marginea lamei, în poziție orizontală peste frotiu împinge lamela până acoperă frotiul și preseaz-o pentru a elimina eventualele bule de aer și a uniformiza, cât mai subțire, stratul de balsam Cu degetul, înfășurat în strat subțire de tifon, șterge excesul de xilol și balsam de pe laturile lamelei • Lasă lama în poziție orizontală până a doua zi, după care poate fi pusă pe stativ pentru uscarea completă a balsamului 4 3 METODE SPECIALE DE MICROSCOPIE 4 3 1 Microscopia cu fond negru Principiu: Metoda se bazează pe fenomenul descris de John Tyndall, într-o cameră obscură particulele de praf, care în condiții de iluminare obișnuită rămân invizibile, când se află în calea unei raze de lumină nedirecționată spre ochiul observatorului (condiție a obscurității), devin vizibile prin lumina difractată și reflectată difuz pe suprafața lor și indică astfel observatorului traiectoria acestei raze Condensatorul pentru câmp întunecat oprește accesul spre obiectiv al razelor de lumină directe (creează fondul întunecat) și iluminează oblic obiectul Parte din razele 93 Obiectiv Lamela Ulei de cedru 3—Lamă — Condensor Sursă^de lumină Fig 4-8 Condensorul cu oglinzi sferice concentrice pentru microscopia pe fond întunecat difractate și reflectate de către obiectul iluminat oblic pătrund în obiectiv și formează imaginea luminoasă a obiectului pe fondul negru al câmpului Un astfel de condensor este condensatorul cu oglinzi sferice concentrice (fig 4-8) La microscopia pe fond negru obiectul flotează într-o peliculă de lichid pentru a evita reflexia totală a razelor înainte ca acestea să-l lumineze Indicații' Examen electiv pentru depistarea rapidă a spirochetelor, organisme foarte fine, puțin refringente și mobile Necesar 1) Condensor cu oglinzi sferice concentrice, care înlocuiește condensorul pentru câmp luminos la un microscop optic 2) Sursă de lumină cu mare intensitate și diafragmă iris La microscopul ML-4M examinarea se face cu geamul mat rabatat din fața diafragmei de câmp 3) Lame de microscop cu grosimea de 1,0 mm Numai pe asemenea lame preparatul este plasat în focarul condensatorului, care are distanța focală de 1,2 4) Ulei de cedru 5) Cameră obscură Procedura' 1) Centrează diafragma de câmp folosind condensorul de câmp luminos și obiectivul 10X 2) înlocuiește condensorul de câmp luminos cu cel pentru iluminare pe fond negru 3) Depune o picătură de ulei de cedru pe lentila superioară a condensorului ridicată la nivelul mesei port-obiect 4) Pune preparatul umed între lamă și lamelă peste picătura de ulei de cedru de pe lentila condensorului 5) Examinează preparatul cu obiectivul 10X, apoi cu un obiectiv uscat mai puternic, după necesitate Cu cât obiectivul are o apertură mai mare, fondul câmpului microscopic este mai puțin întunecat 6) După examinare, depune preparatul într-un recipient cu soluție dezinfectantă Interpretare: Pe fondul negru al câmpului microscopic observă imaginea luminoasă, strălucitoare a spirochetelor mobile 4 3 2 Microscopia cu contrast de fază Principiu: Interferența dublează intensitatea luminoasă a două raze în concordanță de fază și anulează lumina a două raze în opoziție de fază (defazare cu 1 din lungimea de undă) Ochiul sesizează ușor aceste diferențe extreme în intensitatea fluxului luminos La 94 trecerea printr-un obiect transparent (e g , o celulă) razele refractate și difractate suferă numeroase defazări intermediare între situațiile extreme menționate mai sus Aceste defazări intermediare oscilează în jurul a 1 din lungimea de undă și nu sunt sesizate la microscopia cu fond luminos, fiind mascate de razele directe Microscopul cu contrast de fază permite observarea integrală a detaliilor din imaginea obiectului, formată în planul focal superior al obiectivului prin interferența razelor directe cu cele refractate în preparat Pentru aceasta o diafragmă inelară, plasată sub condensor, reduce fasciculul razelor directe, iar o placă de fază, plasată în planul focal superior al obiectivului, absoarbe parțial razele directe și accentuează defazarea razelor refractate și difractate în obiectul examinat (fig 4-9) Indicații' Observarea rapidă în preparate native, folosind toată apertura obiectivului și puterea de rezoluție a microscopului, a protozoare lor, a fungilor, a fagocitelor sau a efectului citopatic al virusurilor în culturi de celule cu detalii structurale, care în alte condiții pot fi observate numai prin colorații speciale, dificile Necesar 1) Condensor special care încorporează în partea inferioară un disc rotativ prevăzut cu o serie de diafragme inelare Acestea sunt rondele de sticlă opacifiată, dar cu un inel îngust de sticlă clară pentru accesul fluxului luminos Diametrul inelului este individualizat în raport cu apertura fiecărui obiectiv: de la 4,5 mm pentru obiectivul 10X până la 18 mm pentru obiectivul 90X 2) Obiective de faza Obiective obișnuite care în planul focal superior au montată o placă de fază formată dintr-o rondelă de sticlă Razele directe trec printr-un șanț circular, ușor metalizat, care le absoarbe parțial Razele refractate trec prin restul plăcii, mai gros, unde sunt defazate Profunzimea șanțului este astfel calculată încât defazarea razelor refractate în raport cu razele directe să fie de 1 lungime de undă în aceste condiții diferența de intensitate între raza directă și cea difractată se reduce și imaginea obiectului apare cu toate detaliile structurale Obiectivele de fază sunt identificate prin literele Ph gravate pe montură 3) Ocular de centrare 4) Lampă de mare intensitate luminoasă 5) Filtru verde Procedura' 1) Montează condensorul și obiectivul pentru contrast de fază 2) Centrează lumina folosind rondela 0 a condensorului 3) Focusează obiectivul pe probă OCHIUL i- OCULARUL OBIECTIV PROBA CONDENSOR DIAFRAGMĂ INELARĂ ПАСА DEFAZA ÎN PLANUL FOCAL SLftRCPAl OBIECTIVULUI PLANUL FOCAL AL OCULARII UI Fig 4-9, Drumul razelor de lumină în microscopul cu contrast de fază: detalii privind diafragma inelară și placa de fază (adaptare după American Optical Ccmipany) 95 4) Rotează sub condensor diafragma inelară corespunzătoare obiectivului ales 5) înlocuiește ocularul cu ocularul de centrare, care permite observarea planului focal superior al obiectivului cu placa de fâză 6) Privind prin ocularul de centrare și folosind șuruburile de centrare plasate sub condensor, suprapune exact diafragma inelară cu inelul de fază 7) Reinseră ocularul obișnuit și examinează Interpretare: Pe fondul cenușiu al câmpului microscopic se observă imaginea obiectului cu detalii structurale net distincte Examenul în camera obscură și utilizarea filtrului verde favorizează observarea detaliilor 43 3 Microscopia cu fhiorescență Principiu: Luminescența este fenomenul prin care o substanță absoarbe radiații ultraviolete din domeniul apropiat spectrului vizibil (radiația de excitație) și emite o radiație cu lungime de undă mai mare, respectiv o radiație luminoasă Durata iluminării după încetarea acțiunii radiației de excitație împarte substanțele luminescente în fluorescente (iluminarea ulterioară durează mai puțin de IO 7 secunde) și fosforescente (iluminarea ulterioară durează mai mult de IO’7 secunde) Mai multe substanțe naturale sunt fluorescente: minereuri de uraniu, uleiuri, picături de grăsimi etc Fluorocromii sunt coloranți fluorescenți Așa sunt: auramina 0, acridin-oranjul R, tripaflavina etc Funcție de fluorocrom, lamina emisă variază de la albastră la roșie sau albă Un interes aparte prezintă fluorocromii care sunt stabili în soluții apoase neutre și se pot lega covalent de anticorpi făcând conjugatul fluorescent: izotiocianatul de fluoresceină (fluorescență verde) și lisamin-rhodamina (fluorescenta portocalie) Indicații: Colorația fluorescentă este utilă pentru depistarea rapidă a bacililor acido-rezistenți pe frotiurile din spută și secțiuni tisulare Utilizări mai largi are colorația imuno-fluorcscentă pentru depistarea și identificarea rapidă a microorganismelor în prelevate patologice, a unor anticorpi în ser, a imunoglobulinelor ș a Microorganismele colorate fluorescent sau imuno-fluorescent (vezi Cap 25) pot fi observate în condiții speciale de microscopie Necesar: 1) Sursă de radiații Cea mai indicată este o lampă din sticlă de cuarț cu vapori de mercur, tip HBO, care emite radiații ultraviolete, luminoase și calorice 2) Set special de filtre: • filtru caloric^ care absoarbe radiațiile calorice emise de lampă; • filtre de excitație, care permit accesul spre preparat numai radiațiilor cu lungime de undă mică (ultraviolete, violete sau albastru închis), radiațiile de excitație; • filtre de baraj (de protecție), care opresc radiațiile de excitație nocive pentru ochi, dar sunt permeabile pentru lumina emisă de fluorocromi (de la verde la roșu) 3) Condensor pentru fond negru care, prin dispersia laterală a razelor incidente, mărește contrastul imaginii mai mult decât condensorul de câmp luminos 4) Lame subțiri de 1,0 mm 96 5) Obiective acromate (obiectivele apocromate pot avea sticla fluorescentă), dintre care obiectivul cu imersie trebuie să aibă diafragmă iris pentru reducerea aperturii numerice 6) Lichid de imersie nefluorescent cu vâscozitate redusă, care nu se usucă, pentru contactul între lamă și condensor și pentru obiectivele 60X, 90X sau 100X, e g , glicerină neutră tamponată, dimetilftalat sau ulei nefluorescent Procedura' 1) Montează la microscop dispozitivul monocular, singurul care valorifică integral fluxul luminos fluorescent evitând diviziunea în prisma dispozitivului binocular 2) Montează condensorul pentru fond Fig 4-10 Schema optică a microscopului cu fluorescență negru 3) Montează filtrele caloric, de excitație și de baraj conform schemei din figura 4-10 Filtrele de excitație și de baraj se aleg ținând cont de lungimile de undă ale radiațiilor absorbite, respectiv emise maximal de fiecare fluorocrom utilizat 4) Plasează preparatul microscopic pe masa port-obiect a microscopului ca pentru un examen pe fond negru 5) Alege obiectivul corespunzător măririi dorite 6) Prinde și focusează imaginea iradiind preparatul timp strict necesar acestor operații și observației Iradierea excesivă, prin efect fotodinamic, scade intensitatea emisiunii de lumină din preparat 7) îndepărtează primul preparat lăsând obiectivul pe loc Aceasta va scurta timpul necesar focusării următoarelor preparate Microscoapele cu fluorescență modeme iluminează preparatul de sus în jos, permit utilizarea lamelor port-obiect cu diferite grosimi, evită laborioasa punere la punct a imaginii cu condensatorul de fond negru și utilizează cu randament mai mare radiația de excitație Interpretare' Se ține cont de morfologia organismelor observate, fluorocromul utilizat, intensitatea fluorescenței și aspectul fondului 97 5 IZOLAREA BACTERIILOR ȘI STUDIUL CULTURILOR (DUMITRU BUIUC) 5 1, IZOLAREA BACTERIILOR 5 1 1 Alegerea mediilor de cultură pentru izolare Medii lichide Medii solide: • agarul-sânge • mediile diferențiale • mediile selective Rolul mediilor de îmbogățire 5 1 2 Prelucrarea prelevatelor patologice și tehnici de însămânțare pentru izolarea și identificarea bacteriilor 5 1 3 Incubarea culturilor 5 2 STUDIUL CULTURILOR 5 2 1 Citirea culturilor 5 2 1 1 Caracterele de cultură ale izolatelor 52 1 2 Caracterele microscopice ale izolatelor 5 3 IDENTIFICAREA BACTERIILOR IZOLATE 5 3 1 Scurtă introducere în taxonomic 5 3 2 Necesitatea culturilor pure 5 3 3 Caractere fenotipice studiate pentru identificarea bacteriilor 5 4 ÎNREGISTRAREA REZULTATELOR Cultivarea bacteriilor în microbiologia clinică are drept scop: • izolarea lor din prelevatele patologice, • identificarea și • testări pentru inițierea și monitorizarea terapiei antimicrobiene Prelevatele patologice odată recepționate și triate calitativ, microbiologul trebuie să hotărască: 1) Mediile de cultură și metodele indicate pentru izolare 2) Atmosfera, temperatura și intervalul necesare pentru izolarea tuturor microorganismelor cu semnificație clinică din prelevatul examinat 3) Izolatele cu semnificație clinică, algoritmul și stadiul până la care conduce identificarea acestora 4) Dacă antibiogramă este indicată și care din rezultatele ei se impun comunicate Semnificația clinică a unor izolate poate fi stabilită încă în primocultură, când se face și identificarea lor microscopică (e g , izolatele din prelevate necontaminate, bacili gram-negativi izolați dincolo de un anumit prag înurocultura cantitativă) în aceste cazuri, și în urgențe, antibiograma poate fi efectuată înaintea identificării până la nivel de gen sau specie în urgențe o antibiogramă difuzimetrică orientativă poate fi făcută în primocultură unor prelevate necontaminate dacă cito-bacterioscopia atestă densitatea suficientă a bacteriei semnificative clinic (e g , cazul meningitelor purulente, pielonefritelor acute etc ) Dar semnificația clinică a unor izolate poate fi stabilită numai după identificarea speciei, a serovarului etc (e g , izolarea bacililor dizenteriei sau a bacililor tifici în coproculturi) în acest capitol vom aprofunda numai izolarea bacteriilor în primocultură, obținerea culturilor pure necesare identificării și antibiogramei, locul caracterelor de cultură și microscopice pentru inițierea identificării Amănunte privind condițiile de calitate, prelucrări speciale, criterii de semnificație a izolatelor din prelevate particulare, mediile de cultură, testele de identificare, testele microbiologice pentru inițierea și monitorizarea terapiei antimicrobiene sunt detaliate în capitole speciale 98 5 1 IZOLAREA BACTERIILOR 5 1 1 Alegerea mediilor de cultură pentru izolare Medii de cultură comercializate există cu sutele La acestea se adaugă variate medii manufacturate în multe laboratoare Dar pentru fiecare categorie de prelevate patologice se utilizează uzual un mediu sau un set de medii care permit izolarea bacteriilor cel mai frecvent implicate în infecțiile zonei respective a organismului Acest set de medii uzuale poate fi suplimentat cu alte medii în raport cu datele clinico-epidemiologice, morfo-patologice sau cu cele cito-bacterioscopice Microbiologul trebuie să fie foarte bine familiarizat cu aspectul culturilor bacteriene pe un anumit mediu De aceea este mai indicat să lucreze cu un set restrâns de medii, care satisfac o gamă cât mai largă din exigențele izolării bacteriilor în cultură (exigențele nutritive, evitarea antagonismului prin contaminanții probei etc ), decât să recurgă la noi medii, cu care este mai puțin familiarizat, tară o bună justificare Mediile de cultură lichide, bulioanele, au utilizarea restrânsă la izolarea din prelevate necontaminate (e g , sânge, exsudate din setoase, aspirate din colecții purulente profunde, biopsii tisulare prin ac) Izolarea prin însămânțarea în medii lichide are câteva avantaje; • este cea mai sensibilă metodă de izolare in vitro: cultura poate fi inițiată de un număr redus de bacterii, volumul prelevatului însămânțat poate fi crescut; • neutralizează prin diluție factori antimicrobieni din prelevatul examinat Mediile solide pot fi neselective, diferențiale și selective 1) Agarul îmbogățit cu 5% sânge de berbec este mediul neselectiv cel mai folosit pentru însămânțarea prelevatelor necontaminate și a unora din cele contaminate (e g , exsudate din căile respiratorii și din cavitățile lor conecte, exsudat conjunctival, puroi etc ) Preparat cu sânge de cal favorizează izolarea Haemophilus influenzae, iar cu sânge de om evidențiază capacitatea hemolitică a coloniilor de Gardnerella vaginalis, specie nehemolitică pe agar cu sânge de la alte specii animale 2) Mediile diferențiale conțin substratul pentru o anumită enzimă sau citotoxină bacteriană și un indicator care atestă atacarea acestui substrat Astfel agarul-sânge diferențiază bacteriile hemolitice de cele nehemolitice, mediile lactozate, cu variați indicatori de pH, diferențiază enterobacteriaceele care fermentează lactoza (lactozo-pozitive) de cele care nu fermentează (lactozo-negative) ș a m d în acest mod sunt favorizate izolarea și identificarea preliminară în primocultură a unor bacterii din prelevate contaminate 3) Mediile selective conțin substanțe care inhibă dezvoltarea bacteriilor de contaminare a prelevatelor Există o diversitate de medii selective în raport cu diversitatea patogenilor anume urmăriți Pentru izolarea enterobacteriaceelor din prelevate contaminate există medii cu trei niveluri de selectivitate: • Slab selective (e g , mediul Mac Conkey - agenți inhibitori săruri biliare și cristal violet; mediul EMB - agenți inhibitori eozina Y și albastru de metilen, care inhibă bacteriile gram-pozitive 99 • Moderat selective (e g , mediul Salmonella-Shigella - agenți inhibitori săruri biliare și verde briliant), care inhibă, pe lângă bacteriile gram-pozitive, și o parte din bacilii gram-negativi comensali • Înalt selective (e g , mediul Wilson-Blair - agent inhibitor verde briliant), care inhibă o gamă mai largă de bacterii pentru a facilita izolarea salmonelelor Agarul-sânge poate fi făcut selectiv pentru izolarea unor patogeni pretențioși nutritivi prin adaos de antibiotice: coliniicina și acidul nalidixic inhibă dezvoltarea bacteriilor gram-negative și favorizează izolarea celor gram-pozitive; bacitracina inhibă dezvoltarea bacteriilor gram-pozitive și favorizează izolarea hemofililor, kanamicina și vancomicina favorizează izolarea bacililor gram-negativi anaerobi ș a m, d Mediile de îmbogățire sunt medii lichide care, prin anumite substanțe inhibitoare, prelungesc faza de lag a bacteriilor de contaminare, fără a întârzia însă intrarea anumitor patogeni în faza exponențială Astfel preincubarea fecalelor 18 ore la 37°C în bulion cu selenit de sodiu ș a , înainte de epuizarea pe un mediu selectiv adecvat, favorizează izolarea salmonelelor Utilizarea mediilor diferențiale și selective nu trebuie urmărită cu orice preț, ci numai în măsura în care aduce avantaje reale, fără a încărca inutil costul analizei Exemple: • Includerea unui mediu diferențial lactozat în bateria de medii pentru izolarea patogenilor din spută nu o vedem indispensabilă pentru că: a) nu aduce nici un avantaj nutritiv suplimentar comparativ cu agarul-sânge; b) nu caracterizează nici un factor de patogenitate; c) semnificația clinică a izolatelor condiționat patogene este stabilită pe criterii cantitative, raportul cu celulele inflamatorii ș a , între care capacitatea de fermentare a lactozei nu își află locul; antibiograma izolatului cu semnificație clinică se impune și se poate face înaintea identificării • Izolarea salmonelelor în bacteriologia clinică nu justifică utilizarea mediilor înalt selective Microbiologul bine familiarizat cu aspectul culturii enteropatogenilor pe un singur mediu cu selectivitate mijlocie izolează bacilul tifîc cu același randament ca și restul salmonelelor sau bacililor dizenteriei fără a mai trebui să apeleze și la mediul înalt selectiv Wilson Blair Tulpini ale unui patogen pot să nu cultive pe mediul selectiv ales De aceea sensibilitatea izolării unor patogeni crește dacă mediul selectiv este dublat și de un mediu neselectiv: tulpini de bacili dizenteriei care nu cultivă pe medii cu selectivitate mijlocie, dar pot fi izolate pe mediul cu selectivitate joasă (e g , mediul Mac Conkey ș a ) sau diferențial lactozat (e g , agar cu albastru de bromtimol lactoză etc ); tulpini de bacii difterie care sunt inhibate pe mediile cu telurit, dar pot fi izolate pe agar-sânge etc Suspiciunea prezenței în prelevat a bacteriilor cu perete defectiv (e g infecții persistente la pacienți sub terapie cu antibiotice P-lactamice conform antibiogramei) obligă la însămânțarea și într-un mediu protector hiperton cu zaharoză 100 5 1 2 Prelucrarea prelevatelor patologice și tehnici de însămânțare pentru izolarea și identificarea bacteriilor însămânțarea prelevatelor patologice, în funcție de natura lor, o facem direct sau după o prealabilă prelucrare: concentrare, decontaminare, omogenizare, inactivarea unor substanțe antimicrobiene Prelevatele omogene, fluide (sânge, exsudate seroase prelevate pe anticoagulant puroi) sau emulsionabile (fecale), le putem însămânța direct Concentram prin centrifugare probele fluide sau omogenizate (spută) Decontaminarea prin spălare în soluție salină izotonă este utilă pentru sputa muco-purulentă, pentru porțiunile muco-sanguinolente din scaun Tratarea cu hidroxid de sodiu decontaminează probele pentru izolarea micobacteriilor; concomitent fluidifică și omogenizează sputa Omogenizarea sputei pentru izolarea bacteriilor neacido-rezistente o facem cu N-acetil-cisteină, iar a țesuturilor prin mojarare în tub Griffith Toate aceste prelucrări ale probelor prealabile însămânțării vor fi reluate cu amănunte tehnice în capitolele speciale 1) Epuizarea inoculului cu ansa pe plăci cu mediu agarizat și obținerea culturilor pure necesare identificării Inițial evaporăm condensul de pe suprafața mediului prin menținerea plăcilor cca 30 minute la 37°C cu capacul întredeschis: „uscarea plăcilor11 Pe plăcile cu medii agarizate neselective, uzuală este izolarea prin epuizare semicantitativă a inoculului în 4 cadrane conform schemei din figura 5-1, cu arderea ansei când schimbăm direcția striurilor de epuizare Metoda permite aproximarea relativă a creșterii cum este precizat în tabelul 5-1 Fig 5-1 Epuizarea inoculului cu ansa în patru cadrane pe placă cu mediu agarizat permite aprecieri semnificative ale izolatelor din primoculturi 101 Tabelul 5-1 Aprecierea semnificativă a creșterii în primocultură pe placi cu mediu agarizat după epuizarea inoculului în 4 cadrane Scorul de creștere Numărul coloniilor pe striurile de însămânțare din cadranele 1 2 3 1 + (puține) 10 10 >5 10 >5 > 5 A Fig 5-2 Epuizarea cu ansa a unui prelevat patologic pe placa cu mediu selectiv (sugestie) Pentru izolări pe medii selective, cantitatea de inoculam trebuie să fie mai mare, iar epuizarea mai puțin drastică Inițial, conform schemei din figura 5-2, etalăm în aria A una sau mai multe anse cu inocul ori inocul prelevat pe tampon Epuizăm apoi inoculul, fără sterilizări intermediare ale ansei, prin 3 serii de striuri: В, C și D (fig 5-2) Cantitatea de fluid prelevată în ansă diferă cu poziția de scufundare și retragere a ansei: cantitate minimă și constantă la scufundarea și retragerea verticală, cantitate maximă la scufundare cât mai oblică și retragerea ansei prin „smulgere44 din fluid Pură poate fi considerată acea cultură formată din descendenții unei singure colonii rezultate după o epuizare a materialului microbian, care duce la creșterea sub formă de colonii bine izolate pe un mediu de cultură neselectiv Ideal ar fi ca asemenea creștere să pornească de la indivizi izolați Practic ea pornește de la unități formatoare de colonii (poate indivizi, poate o mică grupare de organisme asemănătoare) în microbiologia clinică, o singură epuizare optimă pe un mediu neselectiv poate fi suficientă, dar o reepuizare este de dorit Când cultura primară rezultă după epuizare pe un mediu selectiv, reepuizarea pe un mediu diferențial este obligatorie Coloniile microorganismului urmărit pe mediul selectiv pot conține un număr de contaminanti inhibați, care la repicarea directă în mediul de identificare își reiau activitatea Bacteriile inhibate rămân în profunzimea coloniilor, în apropierea suprafeței însămânțate De aceea, la purificarea izolatelor de pe mediile selective, pentru repicarea prin reepuizarea acestor colonii prelevăm inoculai numai prin atingerea suprafeței coloniei; niciodată nu trebuie să secționăm colonia cu ansa Izolarea bacteriilor din prelevate contaminate cu Pro-teus este posibilă pe medii care inhibă caracterul invaziv al acestor specii: agar cu săruri biliare, agar cu eritrocite de cal și cărbune activ (sângele integral reduce capacitatea adsorbtivă a cărbunelui), agar-sânge cu alcool feniletilic, un agar deficient în electroliți în prezenta clostridiilor invazive, izolarea bacteriilor anaerobe în cultură pură este mai dificilă și poate impune repicări multiple Șansa de a repica o mutantă în cursul purificării unei culturi pe medii nutritive uzuale este de una la câteva 102 А В Fig 5-3 însămânțarea cu ansa a unui tub cu bulion nutritiv (A) înclină tubul și descarcă ansa pe peretele tubului așa cum indică figura (B) Când readuci tubul la verticală, inoculul ajunge submers și difuzează în mediu А В Fig 5-4 însămânțarea cu firul drept a mediului solidificat în coloană și pantă (A) însămânțarea coloanei prin înțepare (B) însămânțarea pantei prin striuri în „S“ milioane Pentru a o minimiza, odată convinși de puritatea culturii, nu mai repicăm colonii individuale, ci un inocul prelevat din mai multe colonii 2) însămânțarea în medii lichide o facem direct cu seringa de prelevare (hemoculturi), cu pipeta (sedimentul lichidului cefalo-rahidian), cu ansa încărcată cu prelevat patologic monomicrobian ori cultură pură (fig 5-3) (A) înclină tubul și descarcă ansa pe peretele tubului așa cum indică figura (B) Când readuci tubul la verticală, inoculul ajunge submers și difuzează în mediu 3) Izolarea bacteriilor sporulate de cele nesporulate pe baza termorezistenței sporilor Menține în baia de apă la 80°C, timp de 10 minute, produsul microbian suspensionat în soluție salină izotonă, apoi epuizează suspensia pe o placă cu mediu agarizat 4) însămânțarea cu ansa a mediilor solidificate în pantă este indicată pentru: • Menținerea pe durată limitată, de la câteva zile până la 1-2 săptămâni, a culturilor pure (e g , tulpini de identificat, tulpini de referință) Prelevă cu ansa inocul din mai multe colonii ale culturii purificate pe placă cu mediu agarizat Depune inoculul în partea inferioară a pantei, imediat deasupra apei de condens, și retrage ansa spre partea superioară a pantei descriind mișcări în S pe suprafața mediului • Izolarea în cultură pură a tulpinilor de Proteus din prelevate contaminate Descarcă o ansă din prelevatul patologic strict în apa de condens a tubului Incubează tubul în poziție verticală Singură cultura de Proteus va invada, prin „cățărare“, suprafața pantei de mediu 5) însămânțarea cu firul drept a coloanei de agar nutritiv moale este indicată pentru testarea mobilității bacteriilor sau pentru conservarea pe durate mai lungi, de una până la 6 luni, a tulpinilor bacteriene încarcă firul cu inocul din cultura pură și înțeapă central coloana de agar nutritiv până aproape de fundul tubului La testarea mobilității, retrage acul cât mai exact pe același traiect pentru a evita dilacerări suplimentare ale mediului în care creșterea poate da impresia falsă de mobilitate a bacteriei 6) însămânțarea cu firul drept a mediilor solidificate în coloană și pantă este indicată pentru testarea unor activități biochimice încarcă firul cu inocul din cultura pură și procedează mai întâi la însămânțarea prin înțepare a coloanei, apoi retrage acul însămânțează panta prin mișcări în „S“ până în partea sa superioară (fig 5-4) 103 5 1 3 Incubarea culturilor Majoritatea bacteriilor cu interes medical cresc bine la 37°C Unele bacterii (e g , Yersinia enterocolitica, Y pseudotuberculosis, Listeria monocytogenes) cultivă optim sau/și exprimă caractere importante pentru identificare la temperatura camerei, 20-30°C (mobilitate etc ) Altele cresc optim la 42°C (e g , Campylobacterjejuni/coli) Creșterea fungilor cu interes medical este optimă la 30°C Laboratoarele mici se pot rezuma însă la un incubator reglat pentru 35-37°C La această temperatură yersiniile se vor dezvolta mai lent și vor necesita prelungirea cu 24 ore a perioadei de incubare, Campylobacter jejuni se poate dezvolta și la 3 7°C pe mediul Campy-BAP Cercetarea mobilității yersiniilor sau cultivarea fungilor poate fi urmărită și la temperatura camerei în laboratoarele mari, incubatoarele reglate la o gamă mai largă de temperaturi sunt necesare nu numai pentru a ameliora randamentul izolărilor, ci și pentru identificarea corectă a multor izolate (yersinii, listerii, micobacterii) Incinta incubatoarelor trebuie supravegheată pentru a asigura (v tabelul 1-4): • Constanța temperaturii • Umiditatea de cel puțin 70% poate fi obținută prin menținerea în incintă a unui cristalizor deschis din care apa se evaporă liber Este esențială pentru cultivarea unor bacterii, mai ales dacă perioada de incubare se prelungește Incubatoarele modeme au rezervoare cu apă care reglează umiditatea după necesități • îndepărtarea regulată a pulberilor prin ștergerea suprafețelor cu cârpă umezită Bacteriile aerobe și facultativ anaerobe le cultivăm în atmosferă normală Bacteriile carboxifile le cultivăm uzual într-un borcan acoperit în care lăsăm să ardă o lumânare, care se stinge când concentrația СО, atinge 5-10% Concentrația de 5% CO2 o obținem și prin reacția dintre carbonatul de calciu și acidul clorhidric dintr-un mic vas plasat în borcan acoperit sau exsicator: Bucățele de marmură (0,25 x V) g, Acid clorhidric 25% (2,50 x V) ml, unde V = volumul în litri al borcanului de incubare Concentrații mai mari de СО, obținem crescând cantitatea reactivilor Bacteriile microaerofile pot fi cultivate în termostate cu atmosferă reglată sau în pungi etanșe din plastic insuflate cu amestec gazos: oxigen 5-7%, dioxid de carbon 8-10% și azot 85% Pentru cultivarea bacteriilor strict anaerobe recurgem, în funcție de dotarea laboratorului, la procedee fizice, chimice sau biologice 1) Procedeele fizice cu mare randament și eficiență permit cultivarea bacteriilor anaerobe pe plăci cu mediu agarizat: • Camera anaerobă (glove box) în care toate operațiunile, de la însămânțarea și observarea culturilor până la repicări, se fac în absența oxigenului • Sistemul Mac Intosh și Fildeș Dintr-un borcan etanș aerul, îndepărtat cu o pompă de vid, este înlocuit cu hidrogen sau un amestec gazos (azot 85%, dioxid de carbon 5%, hidrogen 10%), iar clorura de paladiu inclusă în azbest catalizează la cald (rezistență electrică) fixarea hidrogenului pe urmele de oxigen 104 • Sistemul Gaspak este un borcan etanș în care reacția dintre apă și o tabletă cu borohidrat de sodiu, clorură de cobalt, acid citric și bicarbonat de sodiu degajă hidrogen și dioxid de carbon Granule din aluminat de paladiu, fixate la capac, catalizează la rece fixarea completă a oxigenului pe hidrogen cu formare de apă în incintele anaerobe potențialul de oxido-reducere poate fi monitorizat vizual Mai utilizat este indicatorul Fildeș și Mac Intosh cu albastru de metilen: a) Glucoză soluție apoasă 6% (prezervată cu un mic cristal de timol); b) NaOH soluție 1/10 № 6 ml în 94 ml apă distilată; c) Albastru de metilen soluție apoasă 0,5%; 3 ml în 100 ml apă distilată Câte 1 ml din soluțiile a, b și c se amestecă într-o eprubetă, iar conținutul se fierbe până la decolorare, după care se plasează în incinta anaerobă înainte de a o închide etanș Pe parcursul și la sfârșitul incubării: - culoarea albastră = rH nesatisfăcător; - incolor = rH satisfăcător pentru cultivarea anaerobilor 2) Procedee chimice • Bulioane cu ingrediente reducătoare (acid tioglicolic sau tioglicolat de sodiu), ușor agarizate, pentru creșterea vâscozității, și cu un indicator pentru monitorizarea rH-ului (albastru de metilen sau resazurină) sunt repartizate în tuburi în coloană înaltă Când indicatorul de rH apare oxidat pe înălțime mai mare de 1, de la suprafața coloanei, mediul trebuie „regenerat prin fierbere 15 minute în baie de apă pentru îndepărtarea aerului solvit După regenerare, tuburile, răcite brusc la curent de apă, sunt însămânțate • într-o cutie Petri creăm, prin parafmare, o incintă etanșă din care oxigenul este îndepărtat prin reacția cu pirogalolul în mediu alcalin (fig 5-5) Un pachețel cu: Pirogalol 0,4 g, Carbonat de potasiu 0,4 g, Talc 4,0 g este suficient pentru a crea anaerobioză într-o cutie Petri cu diametrul de 11 cm 3) Procedee biologice • Procedeul Tarozzi utilizează tuburi cu bulion nutritiv în care agent reducător sunt fragmente de organe proaspete de animal prelevate aseptic (ficat, rinichi) Tuburile sunt însămânțate după verificarea sterilității timp de 24-48 ore la 37°C • în diametrul unei plăci Petri mediul agarizat, adecvat exigențelor nutritive ale anaerobilor, este decupat și îndepărtat pe o lățime de 2-3 mm Pe o jumătate a plăcii însămânțăm dens o bacterie aerobă foarte avidă de oxigen (e g , Bacillus subtilis) iar pe Pachete! cu Fig 5-5 Modalitate simplă de a crea incintă anaerobă într-o placă Petri cu ajutorul pirogalolului 105 cealaltă jumătate epuizăm bacteria anaerobă, imediat etanșăm cutia prin parafinate Bacteria aerobă consumă oxigenul și creează condiții pentru creșterea bacteriei anaerobe Cultivarea pe placă Petri transformată, chimic sau biologic, în incintă anaerobă are posibilități modeste și permite cultivarea numai a anaerobilor dependenți de un rH relativ scăzut Prezervarea de contactul cu aerul a culturilor în tuburi este realizată prin acoperirea bulionului cu un strat de ulei de parafină steril sau prin cultivare în tuburi Weinberg (tuburi de 240/10 mm) cu coloană de geloză moale regenerată în microbiologia clinică bacteriile anaerobe trebuie izolate prin epuizarea pe plăci cu mediu de cultură preredus însămânțarea bulioanelor anaerobe rămâne indicată pentru hemoculturi Practica însămânțării în paralel a unui tub cu bulion anaerob și a unei plăci aerobe cu repicarea și identificarea izolatelor din bulion numai în absența creșterii aerobe expune la erori și cheltuieli inutile: creșterea în bulion poate fi inițiată doar de câteva unități formatoare de colonii care sunt fără semnificație clinică reală 5 2 STUDIUL CULTURILOR 5 2 1 Citirea culturilor 5 2 1 1 Caracterele de cultură includ: exigențele de cultivare (nutrienți, atmosferă), intervalul necesar pentru apariția culturii, aspectul și consistența coloniilor, modificări ale mediului, mirosul degajat de cultură; aceste caractere orientează identificarea izolatelor • Exigențele de cultivare Diferențiem bacteriile în nepretențioase ori cu anumite exigențe nutritive; strict aerobe ori anaerobe, facultativ anaerobe, microaerofile, carboxifile Temperatura optimă de cultivare face de asemenea diferențieri utile identificării preliminare a izolatelor din prelevate patologice • Intervalul necesar pentru apariția culturii diferențiază microorganismele cu creștere rapidă, a căror cultură apare după 24-48 de ore (frecvent peste noapte), de cele cu creștere lentă, care necesită zile sau săptămâni pentru apariția culturii Citirea culturilor pentru aprecierea creșterii cere o anume experiență și multă atenție Examinarea trebuie făcută sub o bună iluminare oblică, atât cu ochiul liber, cât și sub lupă sau stereomicroscop, pentru a putea depista cele mai mici colonii și a înregistra corect aspectul lor Citirea prin transparență permite să verificăm mai corect opacitatea și modificările mediului din jurul coloniilor La manipularea coloniilor cu ansa observăm consistența și aderența lor la mediul de cultură • Morfologia coloniilor Figura 5-6 sugerează principalele repere morfologice ale coloniilor microbiene Dimensiunea o estimăm în mm Uneori ne limităm la termeni generici: microcolonii (vizibile numai cu stereomicroscopul), colonii mici (cu diametrul sub 1 mm), mijlocii (de cca 1 mm), mari (peste 2 mm) 106 FORMA Punctiforme Circulară Filamenfoasă Neregulata Oendritică Lenticulara RELIEFUL Plat Convex Bombat Acuminat Ombilic at Papi lat MARGINILE întregi Ondulate Lobate Erodate Filamentoase Ondulat-invazive Fig 5-6 Principalele aspecte morfologice ale coloniilor microbiene și termenii folosiți pentru descrierea lor Forma-, punctiforme, circulare, neregulate (în „hartă geografică"), filamentoase, dendritice, lenticulare Relieful', plane, aplatizate, convexe, bombate, acuminate, pulvinate, ombilicate Marginile: întregi, ondulate, lobate, zimțate, filamentoase, cu văluri succesive de invadare a mediului • Suprafața coloniilor poate fi netedă, umedă, lucioasă - forma de cultura S condiționată de hidrofîlia și încărcătura electronegativă a structurilor microbiene de înveliș -, sau mată, uscată, rugoasă ■ forma de cultură R a microorganismelor cu hidrofilie și încărcătură electronegativă reduse Alte aspecte: suprafața papilată, cu striuri radiare, zbârcită, catifelată, pufoasă, lânoasă, prăfoasă • Densitatea optică: transparente, semitransparente, opace 107 • Irizații ale suprafeței unor colonii pot fi surprinse în anumite unghiuri de iluminare • Culoarea coloniilor poate fi albă, galbenă, aurie, neagră etc în funcție de varietatea pigmenților produși sau a virajului de culoare a unor indicatori incluși în mediul de cultură - • Modificări ale mediului din jurul coloniilor pot fi produse de citotoxine, enzime sau pigmenți difuzibili: - Hemoliză pe agar-sănge poate fi de tip: - Alfa: zonă de înverzite a mediului cu numeroase hematii intacte din cauza hemolizei parțiale - Beta: zonă complet clară, incoloră, din cauza hemolizei complete - Alfa-prim: halou de hemoliză incompletă cu înverzite, imediat înconjurat cu o zonă de hemoliză clară, completă - Gamma, de fapt un atribut impropriu, pentru că indică absența hemolizei Denumirea se referă la coloniile streptococilor nehemolitici - Cald-rece: zonă clară de hemoliză completă (apărută după incubare la 37°C) înconjurată cu o zonă de hemoliză mai puțin clară, dar fără modificare de culoare a mediului (apărută după incubarea în continuare la temperatura camerei sau la frigider) - Reacții pe medii diferențiale zaharate', virajul de culoare a mediului și culoarea coloniilor în funcție de indicatorii de și fermentarea sau nefermentarea substratului - Reacții pe mediul cu gălbenuș de ou’ - Lecitinază: precipitat opac în jurul coloniilor - Lipază: film circular cu irizație perlată în imediata vecinătate a coloniilor - Proteoliză: clarificarea mediului din jurul coloniilor - Pigmentogeneza Pigmenții hidrosolubili difuzează și colorează progresiv mediul: fluoresceina, piocianina, melanină Revezi mai sus culoarea coloniilor • Mirosul degajat de cultura anumitor izolate poate fi semnificativ: - Pseudomonas aeruginosa’ aromă asemănătoare florilor de iasomie - Proteus’ șocolată arsă - Clostridii: putrid, fecaloid, de corn ars - Prevotella melaninogenica’ acru - Nocardiile și streptomicetele: de subsol mucegăit • Consistența coloniilor poate fi untoasă, mucoasă-filantă, a albușului de ou bine bătut spumă, friabilă, cretoasă, pâsloasă, pieloasă • Aderența la mediu', neaderente (antrenate de ansă alunecă pe suprafața mediului), puțin aderente, aderente, încastrate în mediu 5 2 1 2 Caracterele microscopice Identificarea microscopică a unei bacterii izolate o facem după: • Dimensiunea, forma și așezarea celulelor bacteriene; prezența sau absența unor structuri cum sunt: endosporii, granule metacromatice 108 • Afinitatea tinctorială (reacții de culoare) determinată prin colorațiile diferențiale Gram, care împarte bacteriile în gram-pozitive (violete), gram-negative (roși) și gram-variabile, colorația Ziel-Neelsen (sau colorații înrudite), care împart bacteriile în acido-rezistente (roșii) și neacido-rezistente (albastre) Circumstanțele izolării, caracterele de cultură și microscopice permit o identificare precoce a unor bacterii, utilă pentru decizia terapeutică înainte de identificarea speciei și de antibiogramă E g , izolarea, din hemoculturi sau exsudate seroase ori puroi aspirat prin puncție, a unor coci gram-pozitivi așezați în ciorchini, care formează colonii mari, bombate, opace, galben-aurii, [3-hemolitice, cu consistență untoasă sugerează un Staphy-lococcus', izolarea dintr-un exsudat a unor coci gram-pozitivi așezați în lanțuri, care formează colonii mici, transparente, cu o zonă largă de b-hemoliză sugerează un Strepto-coccus Regulat recurgem la colorația Gram Colorații pentru bacteriile acido-rezistente sunt utile în circumstanțe clinice care sugerează prezența unor asemenea bacterii (infecții granulomatoase cronice etc ) Pentru a simplifica descrierea și înregistrarea caracterelor morfotinctoriale ale bacteriilor sugerăm următoarele categorii microscopice mai frecvent izolate sau observate în prelevate patologice: 1) Actinomicete: bacterii filamentoase, ramificate, gram-pozitive, cu aspecte de pseudo-hife întrețesute în pseduo-micelii laxe La efectuarea frotiului prin mișcări brutale ale ansei, pseudo-hifele se pot fragmenta în forme bacilare difterimorfe 2) Bacillus' bacili aerobi gram-pozitivi, unii mici (0,5/1,2 pm), alții mari (2,5/10 pm), cu capete rotunjite sau retezate drept, izolați sau formând lanțuri lungi; poartă câte un endospor, mai frecvent oval (dar la unele specii pot fi și sferici) central sau subterminal, care mai frecvent nu deformează sporangiul (dar la unele specii îl pot deforma) Sporangiul apare uniform colorat sau vacuolar Speciile de Bacillus morfologic asemănătoare cu Bacillus anthracis (bacili gram-pozitivi mari, cu capetele retezate, înlănțuiți și cu spor central, oval, care nu deformează sporangiul) le numim uzual bacili antracoizi 3) Bacteroidacee' bacili anaerobi, gram-negativi, nesporulați, drepți, încurbați sau helicoizi, polimorfi 4) Clostridii\ bacili anaerobi, gram-pozitivi sau gram-vâri abili, cu lungimi variate până la forme filamentoase, cu capetele rotunjite, ascuțite sau boante, izolați, în perechi sau formând scurte lanțuri; poartă câte un endospor oval sau sferic, care, uzual, deformează bacilul 5) Corinebacteriile (bacili difterimorfi): bacili măciucați, frecvent gram-variabili cu granulații metacromatice polare, așezați în palisate și litere unghiulare (aspect de litere chinezești) 6) Enterobacteriacee: bacili gram-negativi, ocazional colorați bipolar, mai frecvent mari (0,3-1 /1 -6,0 pm), cu capetele rotunjite, izolați, ocazional așezați în perechi 7) Hemofllv mici bacili polimorfi (forme cocobacilarepână la filamentoase) gram-negativi, aerobi: cultivă dependent de prezența factorilor X și V 8) Neisserii: diplococi gram-negativi, reniformi sau în boabe de cafea ' 9) Pneumococi: diplococi gram-pozitivi, ovali sau în flacără de lumânare, capsulați în prelevatele patologice 10) Pseudomonade: bacili gram-negativi fini, drepți sau ușor încurbați 11) Stafilococi: coci sferici, gram-pozitivi, așezați în ciorchini, eventual în perechi sau izolați 12) Streptococi: coci gram-pozitivi, sferici sau ovali, așezați în perechi și lanțuri 13) Bacii acido-rezistenți Predicția acestor categorii microscopice pentru bacteriile dintr-un anumit gen este maximală la bacilii acido-rezistenți, clostridii și Bacillus, stafilococi, streptococi și neisserii, dar scade la 0,8 pentru pseudomonade, la 0,63 pentru enterobacteriacee și la 0,44 pentru bacteroidacee sau Haemophilus 5 3 IDENTIFICAREA BACTERIILOR IZOLATE 5 3 1 Scurtă introducere în taxonomie Diversitatea tot mai crescută a microorganismelor utile sau dăunătoare impune indentificarea lor cât mai precisăîn scopul separării celor dorite de cele nedorite ori al dignosticului etiologic și terapiei etiotrope a bolilor infecțioase La lucrurile și ființele înconjurătoare ne referim cu un nume, nu le descriem cu ansamblul caracterelor pe care le au Pentru aceasta omul a observat, a comparat lucrurile, ființele s-au fenomenele, le-a reunit pe cele asemănătoare în grupe (unități) pe care le-a aranjat într-o anumită ordine (clasificat) și le-a marcat (numit) în raport cu aceste sisteme de unități marcate putem identifica, prin comparație, un obiect, un fenomen sau o ființă nou observată Aceasta este esența științei pe care o numim taxonomie și care înmănuchează trei domenii distincte, dar întrepătrunse, ale cunoașterii: clasificarea, numirea și identificarea Metaforic, taxonomia a fost comparată cu un coctail pe care consumatorul îl savurează, dar numai cei inițiați îi recunosc ingredientele (1) Clasificarea obiectelor este făcută după însușiri aparente Este o clasificare în chei O cheie reunește obiectele care au în comun caractere ușor de recunoscut în lumea vie o asemenea clasificare expune la erori din cauza evoluției divergente sau convergente a unor caractere (e g , liliecii zboară, dar nu sunt păsări etc j De aceea unitatea de clasificare a viețuitoarelor trebuie să corespundă unei grupări naturale particulare Un taxon biologic reunește indivizi asemănători datorită descedenței dintr-un strămoș comun, deci posesori ai unei informații genetice comune Așadar, clasificarea organismelor vii este filogenetică Specia, taxonul de bază ai lumii vii, este o comunitate reproductivă formată din populații care habitează un anumit areal și ai cărei indivizi se încrucișează liber în natură, cu orice individ de sex opus, dând descendenți viabili și fertili Speciile apărute prin evoluție divergentă dintr-un strămoș comun sunt renumite într-un gen; genurile cu origine comună în familii; familiile în ordine; ordinele în clase, clasele în diviziuni; diviziunile în regnuri 110 Spre deosebire de clasificarea organismelor eucariote, clasificarea celor procariote întâmpină dificultăți, dintre care reținem: - Numărul redus de caractere morfologice; - Insuficiența amprentelor fosile, care reflectă filogenia; - Nu poate fi studiat un individ, ci o populație, pe care o numim tulpină; - Apariția frecventă în populațiile bacteriene a unor variante genetice, care, sub presiuni selective ale mediului, generează clone diferite prin unele caractere, fără ca apartenența la aceeași specie să fie alterată; - înmulțirea exclusiv vegetativă face dificil de recunoscut discontinuitățile în evoluția divergentă a unei specii procariote Ca atare, specia bacteriană este definită ca un grup de tulpini cu multe caractere comune prin care diferă semnificativ de alte tulpini In stadiul actual specia bacteriană este formată dintr-un grup de tulpini alese de taxono-mist Clasificarea bacteriilor cere cunoștințe obținute prin tehnici speciale de observare a morfologiei și structurii, fiziologiei și activității biochimice, biologiei moleculare și geneticii, structurii antigenice etc Caracterele folosite pentru clasificare trebuie să fie genetic stabile Valoarea unui criteriu taxonomic variază cu grupul biologic care trebuie comparat Un caracter prezent sau absent la toți membrii unui grup nu poate fi folosit pentru a diferenția membrii săi, dar poate defini grupul (e g , toți stafilococii au catalază, toți streptococii nu au catalază) Caracterele instabile genetic nu sunt criterii taxonomice (e g , caracterele codificate plasmidic: plasmidele pot fi transmise interspecific sau pot fi pierdute) Perspectiva spre clasificarea naturală a organismelor procariote este deschisă prin tehnicile modeme de studiu: (1) Studiul conținutului relativ de guanină + citozină (G+C) al ADN purificat Cu cât conținutul G+C a două bacterii este mai apropiat, cu atât acestea sunt mai înrudite (2) Omologia secvențelor nucleotidice ale ADN cantificată prin formarea moleculelor hibride pornind de la două catene ADN cu origini diferite (3) Studiul secvențelor oligonucleotidice ale ARN ribosomal (4) Studiul structurii primare a enzimelor izofuncționale sau a citocromului c (5) Studiul imunologic al proteinelor bacteriene omoloage (catalaze, aldolaze etc ) (2) Numirea științifică a microorganismelor este făcută după caracterele lor observate și în acord cu norme internaționale Conform acestor norme specia este denumită, după sistemul binominal al lui Linne, prin două cuvinte latinizate, care caracterizează cât mai sintetic microorganismul în cauză Primul cuvânt, scris cu literă inițială majusculă, indică genul și este un substantiv sau adjectiv la singular El precizează particularități morfologice (Staphylococcus = s gr staphyle, ciorchine de strugure; s gr coccus, boabă; coci așezați în ciorchini), habitatul natural al organismului (Enterococcus = s gr enteron, intestin; s gr coccus,boabă; coci care trăiesc în intestin); sau numele unui savant cu merite deosebite în descoperirea microorganismului (Escherichia = Theodor Escherich, bacteriolog german) Latinizarea numelor de gen este făcută prin sufixele: -um, -us, -as, -a respectiv Clostridium, Steptococcus, Pseudomonas, Treponema etc 111 Al doilea cuvânt este un epitet specific descriptiv pentru specie și scris cu literă mică El poate fi un adjectiv acordat cu numele genului (Staphylococcus aureus, o specie de Staphylococcus care produce pigment auriu), un substantiv la genitiv (Mycohacte-rium chelonae, o specie de Mycobacterium găzduită de broaște țestoase), un nume propriu la genitiv (Rickettsiaprowazekii, o specie de Rickettsia numită în memoria bacteriologului german Stanislas von Prowazek răpus de tifosul exantematic pe care îl studia) Când într-un text numele genului se repetă, poate fi prescrutat prin inițială, dacă aceasta nu creează confuzii (Staphylococcus aureus, S epidermidis, S capitis ș a ) Identificarea unei bacterii numai până la nivel de gen este menționată prin numele genului urmat de abrevierea spp , o specie a genului Sufixe diferențiate latinizează numele familiilor (-aceae, Enterobacteriaceae), ordinelor (-ales, Spirochaetales) sau clasele (-ед Mollicutes), Observați că numele științifice ale taxonilor biologici sunt scrise cu caractere italice, iar numele taxonilor de rang superior, începând cu genul, sunt scrise cu literă inițială majusculă In activitatea curentă, nu în documente oficiale (e g , buletine de analiză microbiologică) ori texte academice, putem folosi denumiri comune, acceptate prin consens: meningococ = Neisseria meningitidis, bacilul lui Koch = Mycobacterium tii-berculosis, specie descoperită de Robert Koch, (3) Identificarea este, în esență, utilizarea practică a schemei de clasificare Cheile dihotomice de identificare nu sunt „sisteme de clasificare44, ci instrumente de analiză antitetică: pun întrebări la care răspunsul este DA sau NU Aceasta ușurează mult compararea caracterelor unei tulpini necunoscute cu cele ale unei specii tip conservată într-o colecție Cheile dihotomice sunt utile la identificarea preliminară a unei bacterii, când examinăm caractere foarte stabile genetic la grupe mari de bacterii, cum ar fi caractere microscopice, producerea de catalază, de oxidază etc (e g , un coc gram-pozitiv catalazo-pozitiv poate fi Staphylococcus, Micrococcus, dar niciodată StreptococcusY Identificarea speciilor prin chei dihotomice expune însă la erori: un singur caracter inconstant prezent sau o eroare analitică denaturează toate etapele ulterioare ale algoritmului de identificare Taxonomia numerică este metoda de identificare cel mai larg folosită în prezent Schemele de clasificare numerică se bazează pe un mare număr de caractere taxonomice (în jur de 100) Computerul grupează tulpinile pe baza frecvenței cu care exprimă caracterele fenotipice Nivelul uzual prestabilit de similaritate globală este de cel puțin 80% Cu aceste date este construită o matrice de frecvență ca termen de comparație pentru identificarea tulpinilor necunoscute Deci, în locul speciei tip, reale, taxonomia numerică oferă ca termen de comparație o abstracție numerică, matricea de frecvență Sinonime sugestive pentru taxonomia numerică sunt: taxonomia computerizată, taxometrică sau fenetică Grupări infraspecifice (subtiparea) și aplicațiile lor Frecvent, în cadrul speciilor microbiene sunt delimitate grupări infraspecifice (variante) definite antigenic (serovar), prin activitatea biochimică (biovar), prin sensibilitatea la anumiți bacteriofagi (lizovar) ș a m d Ocazional folosim și denumirea formată prin sufixul -tip: serotip, biotip, lizotip etc Grupările infraspecifice pot fi utili marcheri epidemiologie! prin care urmărim filiația cazurilor într-o epidemie 112 Valoarea unui sistem de subtipare este măsurată prin capacitatea discriminatorie și fiabilitate Discriminarea Un marcher are putere de discriminare cu atât mai mare cu cât permite repartizarea microorganismului studiat într-un mare număr de tipuri dintre care nici unul nu este foarte răspândit Capacitatea discriminatorie redusă a unui marcher epidemiologie expuse la rezultate fals pozitive Fiabilitatea depinde de stabilitatea genetică a caracterului marcher Lipsa de fiabilitate are efect opus capacității discriminatorii reduse: rezultate fals negative Probabil nici unul din sistemele clasice de subtipare nu este total fiabil Biologia moleculară ne oferă acum sisteme de subtipare cu excelentă capacitate discriminatorie și mare fiabilitate: e g , analiza profilului plasmidic, digestia endonucleazică de restricție a ADN cromosomal sau plasmidic, electroforeza în câmp pulsatil și electro-foreza enzimatică multiloculară, ribotipia și analiza prin amplificare genică a fragmentelor rezultate după digestia ADN cu endonucleaze de restricție, amplificarea ADN polimorf, secvențierea ADN etc Clasificarea organismelor procariote a fost însă grevată de dificultăți din care reținem: - numărul redus de caractere morfologice și insuficiența amprentelor fosile, care reflectă filogenia; - nu poate fi studiat un individ, ci o populație bacteriană; — apariția frecventă în populațiile bacteriene a unor variante genetice, care, sub presiunea selectivă a factorilor de mediu, pot genera clone diferite numai prin unele caractere de populația parentală și care nu alterează apartenența la specie; — înmulțirea exclusiv vegetativă face dificil de recunoscut discontinuitățile în evoluția divergentă a unei populații procariote Populația este o mulțime de indivizi ai unei specii care habitează un anumit biotop Populații ale aceleiași specii pot să difere între ele prin caractere selectate sub presiunea factorilor de mediu proprii diverselor biotopuri (nutrienți, factori antimicrobieni etc ) Biotopul este o porțiune de spațiu, cu condiții de viață particulare, populată și transformată de un ansamblu de organisme vii care constituie o biocenoză Clona este o populație care rezultă dintr-o singură celulă prin înmulțire vegetativă Tulpina microbiană este o populație a unei specii constituită din descendenții unei singure izolări în cultură pură, pe care microbiologul o manipulează în scopul studierii In contextul conturat, specia bacteriană ar putea fi privită doar ca o grupare de tulpini cu multe caractere fenotipice comune prin care diferă semnificativ de alte tulpini Acesta este însă motivul pentru care clasificarea bacteriilor a fost supusă unor repetate remanieri Exceptând utilizarea sondelor de acizi nucleici sau reacțiile de amplificare genică (vezi Cap 26), tehnicile taxonomice modeme depășesc necesitățile microbiologici clinice, unde microbiologul recurge în continuare la studiul caracterelor fenotipice, dar, ca termen de referință, folosește noile clasificări tot mai apropiate de clasificarea naturală a microorganismelor 113 La o tulpină care nu a fost încă identificată, ne referim cu denumirea de „izolat“; după identificarea genului, până la identificarea speciei, ne referim cu numele genului urmat de abrevierea sp (de la specie, o specie a genului; e g , Staphylococcus sp ) Pentru identificarea bacteriilor, analiza caracterelor fenotipice studiate poate fi făcută prin două metode: secvențială și simultană Metoda secvențială utilizează chei dichotomice, instrumente de analiză antitetică: pun întrebări la care răspunsul este DA sau NU Caracterele cheie pozitive devin markeri sau caractere de diagnostic de la care pornesc alte asemenea întrebări până la încadrarea bacteriei în specie Metoda simultană studiază toate cracterele unui organism necunoscut, iar unitatea taxonomică este stabilită prin comparație cu tabele de identificare Desigur, orice test pentru depistarea caracterelor fenotipice are o anumită reproductibilitate legată de calitatea reactivilor, experiența personalului ș a Un rezultat fals pozitiv sau fals negativ duce mai frecvent la identificări eronate prin metoda secvențială (mai ales când eroarea se produce în secvențele inițiale) decât prin metoda simultană Dar metoda secvențială are avantajul incontestabil al comparațiilor rapide, operative De aceea, la sugestia lui S T Cowan, recomandăm o conduită eclectică bazată pe controlul riguros de calitate a testărilor, mai ales în etapa secvențială (vezi Cap 28-38; 40, 41) 5 3 2 Necesitatea culturilor pure La repicarea unei culturi impure, care asociază două organisme, apare una din următoarele patru posibilități: (1) cele două organisme devin comensale; (2) cele două organisme se asociază într-o simbioză; (3) un organism îl antagonizează pe celălalt; (4) un organism crește mai repede și îl lipsește pe celălalt de nutrienți esențiali în primele două cazuri testarea culturii impure poate duce la o sumare de rezultate care nu caracterizează nici unul dintre organismele asociate, ci pe un al treilea inexistent în cultură, evident o eroare în ultimele două cazuri va fi caracterizat organismul care a acaparat cultura și care poate să nu fie în mod necesar organismul urmărit, ci organismul de impurificare 5 3 3 Caractere fenotipice studiate pentru identificarea bacteriilor Caracterele de cultură și cele morfo-tinctoriale permit selectarea algoritmului de identificare a izolatelor semnificative clinic Urmează studiul metabolismului și activităților biochimice, sensibilitatea la agenți fizici și sensibilitatea sau toleranța la agenți chimici Metabolismul și activitățile biochimice le studiem pe medii speciale de identificare în care, prin anumiți indicatori, urmărim modificarea substratului unui anumite enzime bacteriene Astfel urmărim: • Funcția respiratorie prin: testul catalazei, testul oxidazei, reducerea nitraților • Acțiunea asupra carbohidraților: a) Modul de atac asupra zaharurilor: oxidativ sau fermentativ (testul Hugh și Leifson) 114 b) Calea fermentativă: calea acidă mixtă (testul la roșu metil) sau calea butilenglicolică (testul Voges-Proskauer) c) Spectrul fermentativ al carbohidraților • Utilizarea unei anumite surse de carbon: citrat, acetat, malonat • Acțiunea asupra compușilor azotați: decarboxilarea sau dezaminarea aminoacizilor, producerea de indol, de hidrogen sulfurat, hidroliza ureei, a hipuratului • Hidroliza unor substanțe biologice complexe prin producere de proteinaze, lipaze, fosfolipaze, dezoxiribonucleaze, hidroliza amidonului etc Sensibilitatea sau toleranța la agenți fizici sau chimici: • Sensibilitatea la diferite temperaturi • Toleranța la condiții extreme de /?H, salinitate, bilă • Sensibilitatea la optochin, la bacitracină etc Indicațiile, principiul, mediile de cultură, procedura, interpretarea și controlul de calitate al acestor teste sunt detaliate în Cap 39 și 40 Frecvent, în cadrul speciilor microbiene se delimitează taxoni infraspecifici (variante) definiți antigenic (serovar), prin sensibilitatea la anumiți bacteriofagi (lizovar), activitatea biochimică (biovar) Taxonii infraspecifici pot fi utilizași ca markeri epidemiologici în microbiologia clinică ne limităm la identificarea antibio-varurilor (antibiograma, rezistograma)și, uneori, la identificarea serovarurilor unor specii sau a unor caractere particulare de patogenitate (toxigeneză, capacități entero-invazive) 5 4 ÎNREGISTRAREA REZULTATELOR Deși acest capitol nu dă amănunte privind prelucrarea și conduita examinării diferitelor prelevate patologice, prin câteva exemple modul de urmărire și înregistrare a rezultatelor unei culturi După citirea primoculturii unui prelevat patologic identificat prin numărul de înregistrare și data însămânțării, fiecare tip de colonie este numit prin litere mici ale alfabetului (a), (b), (c) ș a și înregistrat în caietul de lucru în ordinea prevalentei (conform simbolurilor convenționale din tabelul 5-1) cu date rezumative privind caracterele de cultură și microscopice Izolatele clinic semnificative sau virtual semnificative sunt apoi repicate pentru purificarea culturii și studiu sub numele codificat prin reperele enunțate mai sus Exemple: Nr 551 TAMPONFARINGIAN- amigdalită Ziua I: AS/O? (AS = agar-sânge; O2 = aerob); a) +++0,5 mm transparente, acuminate, b-hemolitice, gram-pozitivi, streptococi; b) +++0,1 mm a-hemolitice; c) + 1 mm, R, zbârcite, aderente a) latex aglutinare, grup Lancefîeld: A: +; C: -; G: Deci 551 (a) este tulpina 551 de Streptococcuspyogenes; 551 (b) și 551 (c) nu au fost studiate fiind clinic nesemnificative Nr 612 MATERII FECALE —febră enterică (?) 115 Ziua I: ADCL (ADCL = agar dezoxicholat lactoză); (a) +-H-3 mm, L - cu centru negru; (b) ++2 nun, L - cu centru brun; (c) + 3 mm, L + Repicare din bulion selenit pe ADCL (a) 1, (a) 2; (b) 1, (b) 2 repicări pe AABTL, TSI, MILF (AABTL = agar albastru de brom-timol lactoză; TSI = mediu politop: triple sugar iron: MILF = mediu politop: mobilitate, indol, lizindecarboxilază, fenilalanin-dezaminază) Ziua 2 (a)l (a) 2 (b) 1 (b)2 Lactoză /zaharoză — — — — Glucoza AG AG AG A H2S + -U + + Mobilitate + + + + îndoi + + Lizindecarboxilază — — — F eni lalanindezaminază + + — Aglutinare pe lamă cu seruri wti-Salmonella: 612 (b) 2: anti-Salmonella polivalent: +; anti-Salmonella grup D: +; wti-Sabnouella Hd: +; Martor negativ: Deci 612 (b) 2 este tulpina 612 de S enterica serovar Typhi Nr 303 PUROI Ziua I: AS/O?; a) +++Ч- 2 mm, rotunde, bombate, galbene, [3-hemolitice; gram-pozitivi, stafilococi; b) + 1 mm, rotunde, bombate, albe, nehemolitice; gram-pozitiv, stafilococi a) Coagulaza: pozitivă Deci 303 a) este tulpina 303 de Staphylococcus aureus Ziua 2: AS/AnCO^ (AnCO2 = anaerobioză cu 5% CO9); c) h h-+ 1 mm, rotunde, bombate, galbene, Ș-hemolitice; gram-pozitivi, stafilococi (ca a); d) +1 mm, rotunde, albe, nehemolitice; gram-pozitivi, stafilococi (ca b); e) + punctiforme, transparente, gram-pozitivi, bacili difteroizi 116 6 CUANTIFICAREA MICROORGANISMELOR (DUMITRU BUIUC) 6 1 METODE BIOLOGICE 6 1 1 Tehnici cantitative Numărarea în plăci turnate Numărarea coloniilor din picătură 6 1 2 Tehnici semicantitative 6 2 METODA NEFELOMETRICĂ Numărarea după epuizare pe suprafața mediului Patru sunt circumstanțele care impun cuantificarea bacteriilor în microbiologia clinică: 1) Stabilirea semnificației clinice aunor izolate din prelevate patologice, cum sunt urina ș a Cei interesați asupra indicațiilor examenelor microbiologice cantitative pentru diagnosticul, tratamentul și prognosticul infecțiilor umane pot consulta excelenta monografie a lui S C EDBERG (1981) 2) Controlul de calitate al mediilor de cultură 3) Testarea sensibilității bacteriilor la antibiotice 4) Testarea eficienței soluțiilor dezinfectante în toate aceste circumstanțe suntem interesați de numărul bacteriilor viabile și nu de numărul lor total Toate metodele de cuantificare a bacteriilor viabile au limite de reproductibilitate care decurg din: • Dispersia individuală nesatisfacătoare a bacteriilor din suspensii Mai ales în faza logaritmică de creștere, bacteriile se aglomerează Astfel, ceea ce numărăm noi în realitate sunt unități formatoare de colonii (UFC), care pot varia de la o singură celulă bacteriană până la aglomerări de zeci, sute sau chiar mii de organisme Erorile sunt cuprinse între ± 90% pentru suspensiile cu concentrații între 10+ și 105 bacterii/ml, chiar când însămânțăm mai multe plăci în paralel • Repartiția neomogenă a bacteriilor, mai ales în prelevatele muco-purulente, fibrinoase Pentru numărarea bacteriilor viabile utilizăm metode biologice, iar pentru determinarea numărului total de bacterii (organisme vii + organisme moarte) - metoda nefelometric ă Totuși, metoda nefelometrică, mai rapidă și mai simplă decât cele biologice, poate estima satisfăcător și numărul bacteriilor viabile daca facem determinările în plină fază logaritmică a culturii 6 1 METODE BIOLOGICE 6 1 1 Tehnici cantitative Principiu' Există o corelație între numărul coloniilor dezvoltate, dintr-un volum dat al unei suspensii pe o placă cu un anumit mediu de cultură, și concentrația UFC din suspensia bacteriană 117 Necesar 1) Tuburi 16/160 mm și stativ pentru tuburi 2) Pipete gradate sterile: una de 10 mL și mai multe pipete de 1 mL, în raport cu numărul dorit de diluții 3) Diluant steril: apă peptonată 0,1% 4) Tuburi cu 10 mL mediu agarizat 5) Plăci Petri cu diametrul de 9 cm Exigențe' 1) Evită utilizarea apei distilate sau a soluției saline izotone ca diluant; pot fi letale pentru unele bacterii Cel mai bun diluant pentru uz general este apa peptonată 0,1 %, iar pentru omogenizarea și diluarea probelor biopsice bulionul tioglicolat 2) Echilibrează diluantul la temperatura camerei pentru a evita moartea unor bacterii prin șoc termic în diluant la temperatura frigiderului 3) Utilizează pipete foarte curate pentru a evita adsorbția bacteriilor pe impuritățile de pe pipetă; pipetele siliconate sunt mai bune 4) Verifică dacă vârful pipetei este întreg și nu utiliza pipete ciobite sau cu vârful refăcut 5) Pipetează cu pipeta în poziție verticală și observă meniscul fluidului cu raza vederii orizontală 6) Evită riscurile și erorile cauzate de formarea bulelor de aer, precum și pipetarea rapidă, brutală, când se formează mai mulți aerosoli și până la 0,1 mL fluid pot rămâne pe pipetă Proceduri' Indiferent de tehnica aleasă, procedura începe cu pregătirea diluțiilor Pentru aceasta, cu pipeta de 10 mL, repartizează câte 9 mL diluant în tuburi sterile Tuburile cu capac înșurubat pot fi apoi autoclavate și conservate la frigider Dacă folosești dopuri din bumbac sau cu capac din aluminiu aplicat, repartizează aseptic diluantul steril și folosește tuburile imediat; și autoclavarea, și conservarea la frigider modifică în aceste cazuri volumul de diluant • Diluarea probelor fluide 1) Numerotează și așează tuburile cu diluant în stativ 2) Omogenizează proba prin agitare și prelevă 1 mL, cu vârful pipetei cufundat la maximum 1,5 cm sub nivelul fluidului 3) Transvazează cantitatea prelevată în primul tub cu diluant menținând vârful pipetei la maximum 1,5 cm deasupra nivelului de diluant După scurgerea fluidului, lasă pipeta pe loc cca 3 secunde apoi retrage-o cu grijă pentru a nu atinge pereții tubului Depune pipeta în borcanul cu dezinfectant 4) Cufundă o nouă pipetă cu vârful la maximum 1,5 cm sub nivelul de lichid din primul tub și omogenizează conținutul prin aspirare și respingere de 10 ori, fără a formă de bule de aer Transvazează 1 mL din conținutul omogenizat în al doilea tub procedând ca la punctul (3) Depune pipeta în borcanul cu dezinfectant sau păstreaz-o în primul tub (vezi mai jos) 118 5) Procedează în continuare ca la punctul (4) pentru a trasnvaza, cu o nouă pipetă, 1 mL din tubul 2 în tubul 3 ș a m d conform tabelului 6-1 Tabelul 6-1 Diluarea decimală a bacteriilor dintr-o suspensie Nr tubului 1 2 ' 3 4 5 Diluția 10'1 10‘2 10'3 IO’4 10'5 Volumul probei examinate 0,1 0 01 0,001 0,0001 0,00001 Dacă nu schimbi pipeta după fiecare diluție, erorile se cumulează • Pentru cuantificări în probe biopsice, frecvent de dimensiuni reduse 1) Cântărește proba împreună cu recipientul în care a fost transportată 2) Transvazează proba în tubul Griffîth sau mojar pentru omogenizare 3) Cântărește din nou recipientul de transport Diferența între prima și a doua cântărire indică greutatea probei 4) Omogenizează proba cu un volum de diluant de 9 ori mai mare decât masa sa Presupunând că acum bacteria este răspândită uniform între faza dispersă și cea de dispersie, obții astfel diluția inițială de 1O'! 5) Procedează în continuare conform indicațiilor din tabelul 6-2 pentru a obține următoarele diluții decimale Tabelul 6-2 Diluarea decimală a bacteriilor dintr-o probă biopsică Nr tubului 1 2 3 4 Diluția 10’- 10'3 IO'4 10'5 Masa probei originale (g) 0 01 0 001 0,0001 0 00001 Dacă greutatea probei este foarte mică și volumul diluției 10 ! nu permite o pipetare exactă, se poate proceda la omogenizare cu obținerea unei diluții inițiale mai mari A) Numărătoarea în plăci turnate este tehnica de referință 1) Topește mediul agarizat necesar și răcește tuburile la 45°C în baie de apă 2) Marchează în acest timp minimum două plăci Petri per diluție 3) Pipetează în centrul fiecărei plăci câte ImL diluție folosind numai pipeta diluției respective menținută în tub Mai corectă este folosirea pentru fiecare diluție unei pipete noi, dar consumul de material devine excesiv Menține ridicat capacul plăcii numai intervalul strict necesar pipetării 4) Toarnă imediat mediul de cultură dintr-un tub și agită ușor placa, prin mișcări circulare într-un diametru de cca 15 cm, de câte ori în sens orar și anti-orar, apoi de 6 ori înainte și înapoi pe distanță de cca 15 cm 5) Lasă mediul să se gelifice, apoi incubează plăcile, cu capacul în jos, 24-48 de ore la temperatura favorabilă creșterii 6) Minimizează eroarea, selectând pentru numărătoare plăcile însămânțate cu diluțiile din care s-au dezvoltat între 30 și 300 de colonii Plasează placa fără capac, cu 119 sticla în sus, pe caroiajul de numărare, bine iluminat prin transparență și, sub lupă, marchează cu creionul de scris pe sticlă fiecare colonie reperată Folosirea în acest scop a unui contor de mână este mai comodă Dacă nici una din diluții nu a dat mai puțin de 300 colonii, alege plăcile însămânțate cu diluția cea mai mare, împarte placa în pătrimi sau optimi și numără coloniile dintr-un sector Pentru calcul multiplică numărul obținut cu totalul sectoarelor per placă 7) Calculează numărul mediu de colonii dezvoltate per placă la o anumită diluție Numărul unităților formatoare de colonii/mL este egal cu produsul dintre numărul mediu al coloniilor per placă și inversul diluției însămânțate B) Numărarea după epuizare pe suprafața mediului este mai puțin exactă, dar satisface exigențele clinice pentru uroculturi, care confruntă laboratorul cu un mare număr de probe și impun diferențierea izolatelor dintr-o probă după aspectul coloniilor Or, la numărarea în placă turnată, coloniile aceleiași bacterii pot avea trei aspecte, după cum s-au dezvoltat pe suprafața mediului, în profunzime sau între mediul de cultură și sticlă 1) Depune cu micropipeta 0,1 mL diluție a suspensiei microbiene în centrul unei plăci Petri cu suprafața mediului bine uscată 2) Dispersează uniform inoculul cu etalorul de sticlă steril prin mișcări de du-te -vino în timp ce rotești placa Se poate folosi ca etalor și capilarul închis al unei pipete Pasteur cudat în crosă In final descrie cu etalorul o mișcare continuă pe circumferința plăcii pentru a nu lăsa acumulări de lichid la acest nivel 3) Menține plăcile cu capacul întredeschis cca o oră la 37°C pentru adsorbția inoculului, apoi incubează-le cu capacul în jos și numără coloniile 4) Calculează unitățile formatoare de colonii după formula: D volumul însămânțat unde: X = numărul unităților formatoare de colonii/mL; N = numărul coloniilor per placă; D - inversul diluției Pentru economie de materiale, la efectuarea curentă a uroculturilor cantitative, când urmărim numai un anumit prag și un ordin de mărime al concentrației bacteriene din probă, ne putem rezuma la însămânțarea numai a diluției IO-2 C) Numărarea coloniilor din picătură Metoda MILES și MISRA este larg indicată pentru testarea calității mediilor de cultură și capacității bactericide a substanțelor antimicrobiene 1) Usucă bine suprafața plăcilor timp de 30 minute la 37°C și marchează distinct sectoare pentru fiecare picătură 2) Depune câte 20 mL din fiecare diluție pe cel puțin cinci sectoare (fig 6-1) Pentru aceasta ține pipeta vertical, cu vârful la cca 2 cm de suprafața mediului (evită răspândirea de stropi la impactul fluidului cu mediu) 3) Menține plăcile cu capacul în sus până la uscarea picăturilor, apoi întoarce plăcile cu capacul în jos pentru incubare 120 Fig 6-1 Depunerea picăturilor în sectoare pe placă cu agar nutritiv pentru cuantificarea bacteriilor prin metoda Miles și Misra 10-1 10-5 10- 10-3 10-3 10-4- 4) Cu ajutorul unei lupe de mână examinează creșterea din circumferința picăturilor Alege pentru numărare diluțiile care au dat între 10 și 40 colonii 5) Numărul UFC/mL diluție rezultă din suma coloniilor dezvoltate împărțită la numărul sectoarelor însămânțate și înmulțită cu 50 Dacă numărul coloniilor dezvoltate în 5 sectoare este mai mic de 10, admitem că numărul UFC/mL este mai mic de 100, iar dacă numărul coloniilor dezvoltate nu se poate aprecia (peste 40), admitem că numărul UFC/mL este peste 2 000 6 1 2 Tehnici semicantitative Principiu: dintr-un volum foarte mic de suspensie bacteriană, prelevat cu o ansă calibrată convenabil și epuizat pe o placă cu mediu agarizat, se dezvoltă un număr de colonii posibil de numărat Indicații', aproximarea, economică și satisfăcătoare clinic, a numărului de bacterii în probele de urină fără a recurge la diluții Necesar: 1) Anse calibrate din platină sau anse dispozabile din plastic, care prelevă 0,01 sau 0,001 mL Ansele din aliaj de crom-nichel se decalibrează repede prin ardere repetată și fără frecvente recalibrări, expun la erori 2) Câte o placă cu mediu agarizat pentru fiecare ansă însămânțată Procedura' 1) Omogenizează cu grijă, prin agitare, suspensia microbiană 2) Imersează ansa imediat sub nivelul fluidului și imprimă-i câteva mișcări pe verticală în sus și în jos 3) Retrage ansa din fluid în poziția verticală și cu viteză moderată a mișcării 4) Descarcă ansa în striu pe unul din diametrele plăcii cu mediu agarizat și epuizează imediat inoculul pe toată suprafața plăcii în striuri strânse perpendiculare pe striul de descărcare Rotește placa cu 90° și reia epuizarea într-o a doua serie de striuri perpendiculară pe prima (fig 6-2) 121 Fig 6-2 Epuizarea inoculului cu ansa calibrată pe placă cu mediu agarizat: (A) Stria de descărcare a ansei (B) Striurile primare de epuizare sunt perpendiculare pe stria de descărcare (C) Striurile secundare sunt perpendiculare pe striurile primare însămânțarea a două plăci, una cu ansa de 0,001 mL și cealaltă cu ansa de 0,01 mL, poate servi drept control de calitate 5) Incubează plăcile și, a doua zi, numără coloniile dezvoltate 6) Numărul UFC/mL suspensie testată rezultă din înmulțirea cu 1 000 (la însămânțarea cu ansa de 0,001 mL) sau 100 (ansa de 0,01 mL) a numărului de colonii obținute Exigențele vizează: manipularea ansei la prelevarea inoculului din probă și controlul calibrului ansei, mai ales al celor reutilizabile Variațiile volumului prelevat sunt mai mari cu ansele de 0,001 mL La prelevări cu ansa în poziție verticală erorile sunt de ± 50% și tind să fie în minus la prelevarea din volume mici de suspensie Erorile sunt în plus când ansa este manipulată oblic: până la 150% din volumul nominal pentru un unghi de 45° In cazul anselor calibrate reutilizabile: 1) Folosește ansa numai pentru cuantificări 2) După fiecare utilizare clătește ansa cu apă distilată și verifică să nu rețină material carbonizat 3) Zilnic, verifică sub lupă dacă nu s-a deformat 4) Verifică lunar calibrul ansei prin metoda colorimetrării diluției de colorant: • Prepară o soluție 0,75% de albastru Evans, filtreaz-o prin hârtie Whatman nr 40 Păstrează această soluție stoc la temperatura camerei în flacon ermetic închis • Prepară cât mai exact diluții 1 : 500, 1 : 1 000, 1 : 2 000 și 1 : 4 000 ale soluției stoc în apă distilată Determină spectrofotometric la 600 nm densitatea optică a fiecărei diluții și trasează o curbă liniară de referință cu densitățile optice obținute • Transvazează 10 anse din soluția stoc în 10 mL apă distilată Clătește în apă distilată și arde ansa înainte de fiecare prelevare a soluției stoc • Colorimetreazădiluția obținută Densitatea optică determinată spectrofotometric, a acestei soluții trebuie să corespundă, pentru ansa de 0,001 mL, diluției de 1 : 1 000 a 122 soluției stoc ± 20% în caz contrar, ansa trebuie înlocuită, recalibrată, sau trebuie făcută corecția corespunzătoare la cuantificarea UFC Frecvent în microbiologia clinică suntem însă confruntați cu necesitatea stabilirii economice a unui anume prag cantitativ la un mare număr de probe (e g , 105 UFC/mL în urocultura probelor din jetul mijlociu) în acest caz dispersia inoculului se poate face cu ansă calibrată de 0,001 mL numai pe 1/4 din suprafața plăcii cu diametrul de 9 cm, dar în cazul suspensiilor bacteriene dense metoda poate să rămână utilă exclusiv pentru stabilirea acestui prag, fără relații cantitative mai exacte (fig 6-3) 6 2 METODA NEFELOMETRICĂ Fig 6-3 Epuizarea inoculului cu ansă calibrată de 0,001 numai pe 1/4 din suprafața unei plăci Petri este o metodă economică de stabilire a unui anume prag cantitativ, fără a asigura însă cuantificarea unor suspensii bacteriene dense Uzuală în microbiologia clinică este nefelometria cu ajutorul etaloanelor din scara Mc Farland Prepararea etaloanelor 1) Prepară o soluție 1,175% de clorură de bariu chimic pură (BaCl2*2H2O) în apă distilată 2) Prepară o soluție de 1% de acid sulfuric chimic pur 3) Alege 11 eprubete noi din sticlă boro-silicată, foarte bine spălate, clătite și egal calibrate 4) în eprubetele marcate și așezate în stativ, repartizează volumele de soluții precizate în tabelul 6-3 Tabelul 6-3 Etaloanele nefelometrice Mc Farland Nr etalonului 0 5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Soluții de: СЬВа (mL) H2SO4(mL) 0 05 9 95 0 1 9,9 0,2 9 8 0,3 9,7 0,4 9,6 0,5 9 5 0,6 9,4 0,7 9,3 0 8 9 2 0 9 9,1 * 1 0 9 0 Concentrația aproximativă xl0s UFC/mL L5 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 Procedura 1) Efectuează suspensia bacteriană într-un tub similar cu ale etaloanelor 2) Plasează tubul în fața unui text tipărit cu caractere negre bine imprimate Adu, pe rând, etaloanele până când claritatea cu care se observă caracterele prin cele două tuburi este identică Acest etalon aproximează concentrația bacteriană a suspensiei Lumina, albă, suficient de intensă și uniformă, trebuie să vină din spatele observatorului și să traverseze sub aceeași incidență tuburile 123 Fig 6-4 Folosirea comparatorului Walpole pentru determinarea concentrației bacteriene dintr-o cultură în bulion; dispunerea tuburilor: (4) cultura în bulion nutritiv; (3) apă distilată: (1), (5) etaloane; (2), (6) bulion nutritiv din lotul folosit pentru cultivarea bacteriei 3) Pentru a ajunge la o anumită densitate, alege etalonul corespunzător și diluează sau concentrează suspensia până la egalizarea opacităților Dacă suspensia bacteriană este o cultură în bulion, pentru comparare corectă, plasează cultura, etaloanele, un tub cu apă distilată și tuburi cu bulion martor intr-un comparator Walpole conform schemei din figura 6-4 Observă tuburile prin transparență, privind prin perechile de orifîcii 7-10, 8-11 și 9-12, în fața unei surse de lumină albă, uniformă cu o sârmă neagră interpusă de-a lungul filtrului 7 TEHNICI BAZATE PE STUDIUL ACIZILOR NUCLEICI UTILIZATE ÎN DIAGNOSTICUL ȘI SUPRAVEGHEREA MICROBIOLOGICĂ A BOLILOR INFECȚIOASE MARJA DAMIAN 7 1 INTRODUCERE 7 2 METODE GENETICE UTILIZATE ÎN DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC 7 2 1 Izolarea și purificarea acizilor nucleici 7 2 2 Transformarea genetică 7 2 3 Amplificarea genica 7 2 3 1 Clonarea 7 2 3 2 Amplificarea enzimatică în lanț (poly-merase chain reaction- PCR) 7 2 3 2 1 Electroforezaîn gel de agaroză 7 2 3 2 2 Tipuri de metode PCR 7 2 4 Hibridizarea moleculară 7 2 4 1 Hibridizarea în soluție 7 2 4 2 Hibridizarea pe membrană 7 2 5 Secvențierea 7 2 5 1 Secvențierea automată 7 2 5 2 Pyrosecvențierea 7 2 6 Microchips (microarray) 7 3 METODE GENETICE UTILIZATE ÎN SUPRAVEGHEREA MICROBIOLOGICĂ 7 3 1 Profilul plasmidic 7 3 1 1 Profilul de restricție enzimatică a ADN plasmidic 7 3 2 Analiza fragmentelor de restricție (res-triction fragments lenght polymor-phism-RFLP) 7 3 2 1 Ribotipia 7 3 2 2 Profilul demacrorestricție în câmp pulsator 7 3 3 Metode bazate pe analiza PCR 7 3 3 1 RAPD (Random amplifiedpolymorphic DNA) 7 3 3 2 PCR- RFLP 7 3 3 3 Rep- PCR 7 3 3 4 PCR-hibridizare 7 3 3 5 PCR-secvențiere 7 3 3 6 MLST (Multilocus Sequence Typing) 7 3 3 7 AFLP (AmplifiedFragmentLenght Poly-morphism) 7 4 CONTROLUL DE CALITATE ÎN LABORATORUL DE M1CROBIOLO-GIE MOLECULARĂ 7 1 INTRODUCERE Studiul diversității microorganismelor, precum și al relațiilor filogenetice și epidemiologice existente între acestea, are la bază sistematica bacteriană și constă din clasificare, nomenclatură, identificare și tipizare Clasificarea sau taxonomia microorganismelor constă în încadrarea acestora în grupe (taxoni), nomenclatura exprima numele științific, internațional, corect, identificarea reprezintă plasarea tulpinii de studiat într-un grup taxonomic, iar tipizarea constă în detectarea unor caracteristici particulare ale tulpinilor aparținând aceluiași grup taxonomic Istoric, bacteriile au fost identificate pe baza morfologiei lor, a proprietăților colorimetrice, capacităților pigmentogene, caracteristicilor sporogenetice, cerințelor nutriționale, capacității de a produce acid din zaharuri, etc Structura antigenică, compoziția în acizi grași, profilul de proteine (citoplasmatice, de membrană sau totale), sensibilitatea/rezistența labacteriofagi, sensibilitatea/rezistența la substanțe antimicrobiene, sensibilitatea/rezistența la bacteriocine, bacteriocinogeneza sunt proprietăți care stau la baza dezvoltării metodelor fenotipice de tipizare bacteriană Progresele înregistrate în ultimii ani în domeniul biologiei moleculare au permis dezvoltarea unor metode rapide de diagnostic și tipizare bazate pe studiul acizilor nucleici, depozitarii informației genetice la toate organismele vii Analiza acizilor nucleici are ca 125 scop descifrarea informației genetice utilizabilă în studii taxonomice și/sau epidemiologice precum și în instituirea unor strategii de prevenire și control al infecțiilor microbiene Utilizând aceste metode au fost definite taxospeciile, care grupează tulpini microbiene cu proprietăți fenotipice similare, și genospeciile, tulpini care prezintă o înaltă omologie în secvența acizilor nucleici Avantajele oferite de studiul acizilor nucleici (ușurința cu care sunt extrași și purificați, strategii comune de abordare a studiului, indiferent de sursa de izolare a acestora, rapiditatea și specificitatea diagnosticului, în cazul infecțiilor produse de germeni greu cultivabili sau ne cultivabili, etc ) impun metodele genetice de analiză, ca metode uzuale în laboratoarele de diagnostic și epidemiologie (Tabelul 7-1) Producerea unor evenimente genetice în regiuni înalt conservate conduce la variabilitatea tulpinilor în cadrul speciei, evidențierea lor constituind markeri genetici utili în subtiparea tulpinilor Elementele genetice mobile, cu rol în modificarea structurii genomice (plasmide, bacteriofagi, transpozoni), genele responsabile de sinteza factorilor de virulența, secvențele de inserție, regiunile repetitive (direct sau invers repetate), genele responsabile de rezistența la antibiotice, mutațiile punctiforme, mutațiile în regiunile înalt conservate ale genomului bacterian, delețiile, inversiile, etc, sunt structurile genetice țintă utilizate în diagnosticul molecular al microorganismelor patogene Tabelul 7-1 ■ Caracteristicile metodelor fenotipice și genotipice Metode fenotipice • Necesită tulpini izolate în cultură pură; • Necesită utilizarea mediilor de cultură (uneori selective, speciale) pentru creștere bacteriană; f Proprietățile fenotipice sunt supuse vâri abilității ca urmare a condițiilor de cultivare, stadiului de dezvoltare bacteriană numărului de pasaje în natură sau în laborator, etc; • Serologia implică consum mare de timp și materiale pentru producerea serurilor; - Este nesemnificativă atunci când se adresează speciilor heterogene care cuprind tulpini cu grad diferit de patogenitate; - Nu există seruri comercializate decât pentru un număr limitat de microorganisme; • Lizotipia implică consum mare de timp și materiale pentru producerea și întreținerea preparațiilor fagice; - Numai câteva specii implicate în patologia infecțioasă pot fi tipizate prin bacteriofagi; • Bacteriocinotipia se aplică numai speciilor/tulpinilor producătoare/sensibile la bacteriocine - Este un caracter instabil fiind determinat de structuri genetice localizate pe elemente mobile Metode genotipice • Se pot aplica direct pe produsul suspectai a fi contaminat; • Timp redus de la momentul prelevării probei pană la stabilirea diagnosticului microbiologic; • Se aplică tuturor microorganismelor, indiferent de gradul de cultivabilitate al acestora; • Sunt reproductibile deoarece se adresează acizilor nucleici, depozitarii informației genetice a organismelor, structuri cu o înalta stabilitate; • Evidențiază relația dintre informația generică și expresia acesteia; • Discriminează între tulpini aparținând aceleiași specii (funcție de markerul țintă); • Sunt înalt specifice și sensibile; • Sunt metode de analiză pentru reorganizări taxonomice; • Sunt metode de studiu epidemiologie cu valoare universală 126 Existența unor bănci de date privind genomul complet al principalelor entităti implicate în patologia infecțioasă (Salmonella, E coli, Corynebacterium, Mycobacterium, Haemophilus, Pseudomonas, Toxoplasma^ HPV, HIV, HCV, HVB, influenza/ SARS) a permis dezvoltarea unor metode standardizate de analiză m oleculară, utilizând kituri comerciale și aparatură dedicată, astfel încât rezultatele obținute să poată fi comparate și validate 7 2 METODE GENETICE UTILIZATE IN DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC 7 2 1 Izolarea și purificarea acizilor nucleici Metodele genetice de analiză microbiologică presupun accesul liber la acizii nucleici prezenți in celula bacteriană, prin urmare izolarea și purificarea acizilor nucleici este prima etapă în diagnosticul molecular Elementele reacției • Suspensia bacteriană, obținută fie direct din produsul de examinat, fie după cultivare pe medii lichide sau solide; • Substanțe chimice cu rol de detergenți, necesari lizei chimice a celulelor (NaOH, SDS, СТАВ, etc ); • Enzime cu rol în degradarea proteinelor bacteriene (lizozim, protează E, proteinază K, lizostafin, etc ); • Substanțe chimice cu rol în îndepărtarea proteinelor și polizaharidelor din soluția de acizi nucleici (fenol, cloroform, alcool izoamilic, perclorat de sodiu, etc ); • Alcool etilic absolut, păstrat la -20°C, și alcool etilic 70%, păstrat la temperatura camerei, pentru precipitarea din soluție a acizilor nucleici; • Soluție de Tris-EDTA sau apă ultra pură (libera de DNA-ze, RN-aze) pentru dizolvarea acizilor nucleici • Kituri comerciale Toți reactivii necesari trebuie să fie cu un grad înalt de puritate sau „pentru biologie moleculară“ Etapele reacției 1 Liza celulară se poate realiza mecanic, (prin ultrasonare sau spargere cu bile de sticlă), termic, chimic sau enzimatic 2 In funcție de analiza genetică care urmează a fi efectuată, în continuare se realizează sau nu izolarea și purificarea acizilor nucleici Această etapă poate fi realizată după un protocol clasic, specific pentru tipul de celule bacteriene studiate (bacterii gram-pozitive, gram-negative, acido-rezistente, etc) și tipul de acizi nucleici necesari studiului (ADN plasmidic de dimensiuni mari sau mici, ADN cromozomal, ARN de diferite tipuri), sau cu kituri comerciale specifice pentru fiecare tip de aplicație 3 Păstrarea acizilor nucleici se realizează în soluție (Tris-EDTA sau apa ultra pură), la -20°C ’ 127 122 Transformarea genetică Se definește prin modificarea proprietăților unei celule bacteriene ca urmare a achiziției, în mod spontan sau dirijat, a unui fragment de ADN exogen Componentele reacției • Tulpina bacteriană competenta/autocompetentă, cunoscuta, care urmează a fi transformată genetic; • ADN total izolat din cultura bacteriană necunoscută, utilizat pentru transformare; • Mediul de reacție Etapele reacției Metoda este folosită în laborator pentru identificarea tulpinilor de Acinetobacter spp 1 Cultivarea tulpinii auxotrofe, autocompetente TrpE27 de Acinetobacter pe un mediu sintetic 2 Prepararea ADN din tulpinile de cercetat, prin liză termică 3 Aplicarea ADN de cercetat, în striuri, în sectoare, peste cultura bacteriană auxotrofa Intr-un sector se striază ADN din tulpina de referință (martor) de Acinetobacter 4 Se înregistrează creșterea bacteriană (Fig 1) 7 2 3 Amplificarea genică Amplificarea este definită prin creșterea numărului de copii ale unor fragmente de acizi nucleici de interes Aceasta se poate realiza prin experimente de donare și prin amplificare enzimatică în lanț (PCR-polymerase chain reaction) 7 2 3 1 Clonarea constă în introducerea unui fragment de ADN de interes într-o celula bacteriană aparținând unui grup taxonomic cu un timp de generație foarte scurt (de obicei E coli), cu scopul de a obține un număr mare de copii ale acestuia Fig 7-1 Transformarea genetica Ia tulpini de Acinetobacter sp В, C, D, E: tulpini de Acinetobacter spp A, F: tulpini aparținând altor genuri Componentele reacției • ADN care urmează a fi donat; • Vector de donare; • Celule bacteriene receptor Vectorii de donare sunt molecule de ADN care poartă un fragment de ADN străin, pătrund în celula bacteriană receptor și se multiplică odată cu aceasta producând un număr mare de copii Aceștia se caracterizează prin capacitatea de a se autopropaga în celula bacteriană gazdă, prezența unui situs de donare care să permită înserarea fragmentului de ADN străin și a unui marker de selecție Vectorii de donare utilizați în bacteriologic pot fi plasmide (ADN extracromozomal care 128 se replică autonom), fagi (molecule de ADN linear din bacteriofagi lambda), cosmide (molecule de ADN extracromozomal cu proprietăți de plasmide și fagi), cromozomi bacterieni artificiali (obținuți din plasmide F) Etapele reacției - 1 Prepararea fragmentului de ADN care urmează a fi donat 2 Prepararea vectorului de donare 3 Inserarea fragmentului de ADN de interes in ADN vector 4 Introducerea constructului (vector + ADN de interes) în celule bacteriene receptor 5 Selectatrea celulelor care conțin fragmentul de ADN de interes 7 2 3 2 Polymerase chain reaction (PCR) constă în amplificarea exponențială a unei regiuni de interes medical din genomul bacterian Reacția se desfășoară după modelul replicării naturale a ADN Componentele reacției • ADN matriță, constituit din molecule de ADN care conțin fragmentul de interes medical care urmează a fi amplificat De cele mai multe ori, când se urmărește identificarea prin PCR a unei regiuni genomice de interes în patologia infecțioasa, liza celulară termică, prin încălzirea suspensiei bacteriene la 100°C timp de 10 minute, este suficientă pentru a pune la dispoziția reacției ADN de cercetat Când produsul de amplificare genică este utilizat în experimente ulterioare, se impune purificarea ADN, după un protocol clasic cu fenol/cloroform/alcool izoamilic și precipitare cu alcool etilic absolut sau utilizând kituri comerciale, special concepute pentru purificare ADN în vederea PCR ADN matriță trebuie sa fie liber de uree, SDS, acetat de sodiu, componente ale mediilor de cultură, inhibitori prezenți în probele biologice Cantitatea folosită în reacție este de aproximativ 100 ng, cantități prea mici nefiind suficiente pentru a se obține un produs de amplificare vizibil pe un gel de agaroză, cantități prea mari putând să inhibe reacția • Primerii (amorsele) sunt fragmente de ADN monocatenar (oligonucleotide) complementare celor două capete ale fragmentului care urmează a fi amplificat, sintetizate în laborator Aceștia sunt elemente cruciale în desfășurarea reacției de amplificare, de modul în care sunt construiri depinzând amplificarea fragmentului dorit, eliminarea amplificărilor nespecifice, creșterea randamentului reacției, obținerea unui produs de calitate util în experimente ulterioare Conținutul în G+C al celor doi primeri trebuie sa fie cuprins între 40% și 60%, foarte apropiat de cel al matriței, cu o distribuție corespunzătoare a celor patru baze azotate pe toată lungimea lor, cu cât mai puține repetiții Lungimea primerilor este de 18-25 nucleotide, iar diferența dintre cei doi primeri pereche nu trebuie sa fie mai mare de 3 nucleotide Secvența primerilor trebuie să fie complementara unei regiuni înalt conservată din structura regiunii genomice de interes astfel încât eventuale evenimente genetice care ar putea avea loc la nivelul acesteia (inversii, deleții, inserții, etc) sa nu influențeze rezultatul reacției Nu trebuie să conțină secvențe repetate invers sau secvențe complementare pe lungimea lor mai mari de 3 nucleotide pentru a preveni formarea de structuri în ac de păr (hairpin structures) Secvența lor trebuie astfel selectată încât în căpătui 3’ să se termine cu C sau G 129 Primeni pereche nu trebuie să fie complementari în capătul 3’ pentru a preveni formarea dimerilor, iar pe toată lungimea lor complementaritatea să nu depășească 3 baze azotate Când se urmărește detectarea prin PCR a regiunii genomice responsabilă de sinteza unei proteine a cărei secvență în amino acizi este cunoscută, se utilizează primeri degenerați, astfel încât să poată fi amplificate toate combinațiile de codificare posibile corespunzătoare cADN Pentru a minimaliza problemele legate de secvența primerilor, designul și selectatrea acestora este asistată de calculator, fiind disponibile programe capabile să propună secvențele cele mai apropiate parametrilor definiți de utilizator (ex DNA STAR) Temperatura de denaturare (Tm, 50% denaturare a hibrizilor) a celor doi primeri pereche se calculează astfel încât să nu difere cu mai mult de 5°C, iar a produsului amplificat fața de primeri să nu difere cu mai mult de 10°C Când lungimea primerilor este de 15-20 baze azotate, Tm se calculează după următoarea formulă: Tm (în °C) = 2(A+T) + 4(G+C) Când lungimea primerilor este de 14-70 nucleotide, T se calculează după următoarea formulă: Tm (în °C) = 81,5°C + 16,6 (log)0[K+] + 0,41 (%[G+C]) - (675/n) (unde n este numărul de baze azotate din oligonucleotide) Concentrația de preparare a primerilor pereche trebuie să fie apropiată, iar cantitatea fiecăruia în reacție este de 50-100 pmol (cantități mai mici putând fi folosite după optimizarea reacției) • Taq ADN polimeraza Sinteza unui lanț nou de ADN pe baza complementarității cu ADN matriță din reacție este catalizată de polimeraze termostabile izolate din archaebacterii hipertermofile, termofile și/sau mezofile Cea mai cunoscută și utilizată polimeraza este Taq polimeraza izolată din Thermophilus aquaticus Există o mare varietate de polimeraze, ele diferă însă prin fidelitate, eficiență, capacitate de a sintetiza un lanț mai lung sau mai scurt de ADN, etc In funcție de scopul reacției de amplificare, se pot alege diferite tipuri de polimeraze Când produsul de amplificare este utilizat în experimente de donare se utilizează polimeraze cu funcție de corectare a nucleotidelor greșit introduse (proofreading) Când se amplifică un fragment lung de ADN se folosesc polimeraze cu fidelitate ridicată (high fidelity) sau un amestec de enzime Mulți producători oferă coctailuri de enzime (Tbr si Taq, Taq și Pfu, etc ), sau enzime obținute prin tehnologia ADN recombinam Concentrația recomandată de Taq ADN polimerază, utilizată într-un volum de reacție de 50-100 pil, variază între 0,5 si 2,5 unități, atunci când ceilalți parametri ai reacției sunt optimizați Cantitatea însă se optimizează utilizând concentrații diferite în reacție și evaluând rezultatele pe gel de electroforeză • Cationi bivalenți, cu rol în catalizarea reacției enzimatice Toate ADN polimerazele termostabile funcționează în prezența ionilor bivalenți, în mod obișnuit ioni de Mg2’, uneori de Mn2+ In reacțiile obișnuite se utilizează l,5mM Mg2+, dar se cunosc reacții care funcționează la o concentrație de 4,5 sau chiar 6 mM 130 ® Deoxinucleozid trifosfati (dNTP) necesari pentru alungirea lanțului de ADN nou sintetizat Reacțiile PCR standard conțin cantități echimolare de dATP, dTTP, dCTP și dGTP pentru a evita incorporările eronate în lanțul de ADN Intr-o reacție standard, realizată în volum de 50 pl, cu 1,5 mM MgCl2 se recomandă a se folosi 200 - 250 pM din fiecare dNTP O cantitate excesivă de dNTP poate conduce la incorporări greșite de nucleotide • Cationi monovalenti (K+) sunt importanți pentru randamentul reacției Un PCR standard conține 50 mM KC1, suficient pentru a amplifica un fragment de ADN lung de 500 baze azotate O cantitate mai mare, de 70 - 100 mM, conduce la o creștere a cantității de produs amplificat atunci când fragmentul este scurt ® Tamponul de reacție este necesar pentru menținerea unui pH în mediul de reacție de 8,3 - 8,8, la teperatura ambiantă Reacțiile standard se realizează în tampon Tris-HCL 10 - 50 mM DMSO poate fi util în unele reacții în concentrație de 3-10% Cantități mai mari inhibă până la 50% activitatea Taq ADN polimerazei Gelatina, albumina serică bovină sau tween 20 pot fi adăugate în reacție ca stabilizatori ai enzimei, deși în multe protocoale reacția funcționează corect fără acestea Etapele reacției 1 Denaturarea moleculei de ADN de cercetat constă în ruperea legăturilor de H dintre cele două lanțuri ale dublului helix O denaturare incompletă poate conduce la eșuarea reacției de amplificare Denaturarea standard se realizează la 95 °C timp de 30 secunde sau la 97 °C timp de 15 secunde Când ADN matriță este bogat în G+C sunt necesare temperaturi mai ridicte/timp de denaturare mai mare Intr-un protocol standard este inclusă o denaturare inițială de 3-5 minute la 95 °C 2 Alinierea primerilor la molecula de ADN matriță se realizează pe bază de complementaritate și este dependentă de temperatura de aliniere (Ta), calculată cu 3-5°C sub Tm Dacă temperatura de aliniere este prea ridicată, formarea hibrizilor primer/ADN matriță este foarte slabă și prin urmare cantitatea de produs amplificat este foarte mică Dacă temperatura de aliniere este prea scăzută, se produc amplificări nespecifice (amplificarea altor fragmente decât cele de interes) Optimizarea temperaturii de aliniere este o operațiune importantă a fiecărui protocol de lucru și se realizează prin efectuarea unor reacții a căror temperatură variază între 2 si 10 °C sub Tm calculată a celor doi primeri pereche 3 Extensia primerilor constă în sinteza unui nou lanț de ADN pe baza complementarității cu ADN matriță Aceasta se realizează la temperatura de 72-78 °C, optima de activitate a Taq ADN polimerazei In primele două cicluri de amplificare fiecare primer se va extinde până la capătul moleculei matriță, urmând ca în celelalte cicluri extensia să se realizeze numai pe lungimea fragmentului delimitat de cei doi primeri Rata de polimerizare a Taq ADN polimerazei este de 2000 nucleotide/minut, prin urmare timpul de extensie este stabilit în funcție de lungimea fragmentului care urmează a fi amplificat In cele mai multe protocoale PCR, ultimul ciclu de amplificare se derulează pe un timp de trei ori mai mare dacât cele anterioare pentru a permite amplificarea completă a produsului 4 Numărul de cicluri de amplificare depinde de numărul de copii de ADN prezente în mediul de reacție, eficiența de extensie a primerilor, lungimea fragmentului care urmează a fi amplificat In protocoalele standard sunt necesare cel puțin 25 cicluri, 30 de 131 cicluri sunt cel mai frecvent realizate, iar peste 30 de cicluri se amplifică numai după optimizarea reacției Când numărul de cicluri depășește limita corectă, în reacție apar produși de amplificare nespecifică Figura 7-2 prezintă desfășurarea schematică a unei reacții de amplificare enzimatică în lanț 5 Vizualizarea produșilor de amplificare se realizează prin electroforeză în gel de agaroză 3’ 5’ — 5’ 3’ 5’ 5’ 5’ 5’ 3' Fig 7-2 Schema de desfășurare a PCR a: denaturare; b:aliniere; c: extensie 132 7 2 3 3 Electroforeza în gel de agaroza Electroforeza în gel de poliacrilamidă și hibridizarea moleculară sunt metode utilizate în identificarea produșilor de amplificare PCR, dar metoda cea mai utilizată de separare, identificare și purificare a acizilor nucleici este electroforeza în gel de agaroză Principiul metodei constă în migrarea moleculelor de acizi nucleici, încărcate electric negativ, intr-un câmp electric Componentele reacției • Gelul de agaroză Moleculele de ADN dublu catenar, lineare, migrează prin matricea gelului cu o rată invers proporțională cu log]0 din greutatea lor moleculară Prin urmare, concentrația agarozei este funcție de lungimea și conformația fragmentelor de ADN care urmează a fi separate • ADN care urmează a fi migrat poate fi circular închis, circular deschis sau linear La aceeași greutate moleculara, viteza de migrare este funcție de forma în care acesta se află • Tamponul de migrare are rolul de a menține pH-ul mediului de reacție în timpul electroforezei Tris/acetatul (TAE: tris, acid acetic, EDTA) este cel mai utilizat atunci când migrarea este de scurtă durată Tris/boratul (TBE: tris, acid boric, EDTA) este mult mai stabil, se folosește la electroforezele de lungă durată, dar nu este corespunzător pentru purificare • Voltajul aplicat este în funcție de lungimea fragmentelor care urmează a fi separate Voltajul scăzut determină a rată de migrare scăzută a ADN, dar o foarte bună separare • Sistemul de electroforeza submers, alcătuit din sursa de curent (necesara stabilirii voltajului/amperajului sistemului) si cuva de electroforeza (de diferite dimensiuni) Etapele reacției 1 Prepararea gelului Gelul se prepară din agaroză pentru biologie moleculară de diferite tipuri, în funcție de dimensiunile fragmentelor de ADN care urmeaza a fi separate și de prelucrările ulterioare la care este supus Tamponul pentru prepararea gelului este identic cu tamponul de migrare Cantitatea de gel preparată este funcție de numărul de probe care urmează a fi migrate, grosimea optimă a gelului fiind de 0,5 mm -Icm Concentrația agarozei în gel variază de la 0,7%, pentru fragmentele mari până la 2,5%-3% pentru fragmentele foarte mici 2 încărcarea probelor pe gel se face submers, în cuva de electroforeză în care s-a pus deja tamponul de migrare Pentru ca probele să nu iasă din godeuri se adaugă tampon de depunere (soluție de albastru cu rol de a ține proba în godeu ca urmare a conținutului în glicerol și de monitorizare a migrării ca urmare a conținutului în albastru de brom fenol) Dacă proba care urmează a fi migrată conține un singur fragment de ADN, cantitatea de încărcare variază între 5ng si 200ng, dacă conține mai multe fragmente se încarcă 0,l-0,5pg, iar dacă proba constă din ADN genomic supus digestiei enzimatice se încarcă până la 10pg 3 Migrarea se realizează ca urmare a voltajului aplicat sistemului Timpul de migrare și voltajul sunt în relație directă cu lungimea fragmentelor de ADN supuse migrării 133 Fig 7-3 Detectare prin PCR a genelor care codifică sinteza de toxină difterică la tulpini de Corymbacterium diphtheriae (original) 4 Vizualizarea se realizează după colorare cu bromură de etidiu (BET) și iluminare în ultraviolet (UV) Bromura de etidiu are capacitatea de a se intercala între bazele azotate ale moleculei de acid nucleic și de a da lumina fluorescentă la iluminare cu UV (260-360nm) Bromura de etidiu se poate introduce în gel în timpul preparării și în tamponul de migrare, dar trebuie avut în vedere că influențează rată migrării 5 Documentarea gelului se face fie prin fotografiere cu o cameră Polaroid fie prin preluarea imaginii pe un computer pentru a fi analizată și imprimată (fig 3) 7 2 3 4 Tipuri de metode PCR Revers transcrierea (RT-PCR) este reacția prin care se amplifică moleculele de ARN Reacția începe cu conversia enzimatică a moleculei monocatenare de ARN în moleculă de ADN complementar (cADN) Primenii oligodeoxinucleotidic este hibridizat cu molecula de ARN, este apoi elongat cu ajutorai unei polimeraze ARN-dependente (revers transcriptaza) Se realizează astfel o copie a ARN, cADN, care este în continuare amplificat cu ajutorai Taq ADN polimerazei după principiul unui PCR standard Long PCR este utilizată pentru amplificarea unor fragmente de ADN lungi de 2 -25 kilobaze (kb) Metoda se aplică pe ADN de bună calitate, înalt purificat (ADN obținut prin liză in situ în bloculețe de agaroză dă rezultate foarte bune în long PCR) Primeni sunt mai lungi decât într-un PCR standard (25 - 30 nucleotide), T nu trebuie să difere cu mai mult de 1°C, iar gradul lor de puritate poate influența amplificarea Reacția utilizează un amestec echilibrat de ADN polimeraze termostabile astfel încât incorporările greșite să fie reduse la un nivel minim PCR invers (inverted sau inside-out PCR) este reacția prin care se amplifică un fragment de ADN necunoscut, dar care este delimitat la unul din capete de o secvență cunoscută ADN total este supus restricției endonucleazice, iar fragmentele de restricție sunt circularizate ADN circular este utilizat ca matriță într-o reacție de amplificare standard în care primerii sunt complementari cu secvențe din fragmentul de ADN cunoscut, iar elongarea se realizează divergent PCR cantitativ, metodă cunoscută ca real time PCR, permite cuantificarea ADN din proba de analizat în timpul fazei exponențiale a PCR Se aplică pentru a măsura încărcătura cu acizi nucleici a unei probe, pentru a identifica mutații punctiforme (single nucleotide polymorphisms, SNP), etc Metoda necesită aparate speciale cu două funcțiuni: una de a amplifica acizii nucleici și alta de a măsura cantitatea de acizi nucleici acumulată în timpul amplificării Măsurarea constă în detectarea intensității fluorescenței pe măsura creșterii cantității de ADN sintetizat PCR multiplex constă în amplificarea mai multor regiuni genomice în același timp, utilizând mai multe perechi de primeri, cu scopul de a economisi ADN matriță, reactivi și timp de lucru Se pot folosi până la opt perechi de primeri simultan într-o reacție multiplex, 134 cu condiția ca fiecare să fie verificată în reacție PCR standard Reacția necesită optimizarea cantității de ADN matriță, Taq ADN polimeraza, concentrația fiecărui primei; concentrația ionilor de metale, în vederea obținerii ampliconilor corecți și în cantitate suficientă pentru interpretarea reacției Aparatele de PCR cu gradient de temperatură sunt deosebit de utile pentru optimizarea acestui tip de reacție Nested PCR este metoda prin care se urmărește creșterea specificității reacției ca urmare a amplificării regiunii țintă în două reacții succesive In prima reacție este utilizată o pereche de primeri care delimitează o regiune genomică mai largă pe care este localizată secvența de interes In a doua reacție, care are ca matriță ampliconul obținut în prima amplificare, se folosește o pereche de primeri care conține unul dintre primerii utilizați în prima reacție și un al doilea complementar secveței de interes, sau doi primeri complementari celor două capete ale secvenței de interes 7 2 4 Hibridizarea moleculara Metoda se bazează pe capacitatea acizilor nucleici de a disocia (denaturare) atunci când sunt supuși unor condiții de stres (factor termic, stringență ionică) și de a reasocia (renaturare) când condițiile denaturante au fost eliminate Denaturarea constă în ruperea legăturilor de H între bazele azotate ale celor două lanțuri a ADN și prin urmare prezentarea ADN sub forma monocatenară (single străin ADN - ssADN) Când reasocierea se realizează cu lanțul pereche se obține un duplex omolog, în timp ce dacă reasocierea se realizează prin complementaritate cu un lanț de ARN sau ADN heterolog se obține un duplex hibrid (hibridizare) Studiul hibrizilor oferă informații privind gradul de similitudine între moleculele de ADN extrase din celule diferite și reprezintă baza științifică a taxonomiei moleculare Rata cu care aceste două procese se realizează depinde de complexitatea genomică, de dimensiunea fragmentelor de acizi nucleici din reacție și concentrația acestora, concentrația și tipul sărurilor și a moleculelor organice din tamponul de reacție, temperatura la care are loc reacția Cele doua lanțuri de acizi nucleici care urmează a hibridiza se pot afla în soluție (hibridizare în soluție) sau unul dintre ele poate fi fixat pe o membrană (hibridizare pe suport solid) 7 2 4 1 Hibridizarea în soluție Parametrii reacției • Complexitatea genomică exprimă lungimea cromozomului bacterian, prezența/ absența regiunilor repetitive și numărul de copii ale acestora, prezența/absența elementelor genetice mobile inserate sau nu în cromozomul bacterian și numărul de copii ale acestora • Lungimea fragmentelor de acizi nucleici influențează direct proporțional rata reacției de denaturare/renaturare Moleculele de acizi nucleici care urmează a fi hibridizate sunt fragmentate (prin ultrasonare), iar ADN monocatenar (capetele rămase neîmperecheate sau buclele datorate diferenței de secvență) sunt digerate cu nucleaza SI 135 • Pentru a putea recunoaște hibrizii, unul dintre lanțurile de ADN (de obicei cel cunoscut) este marcat Pentru hibridizarea în soluție, marcarea se face cu iod radioactiv (125I), iar citirea constă în înregistrarea radiațiilor beta emise într-un lichid de scintilație Pentru hibridizarea pe suport solid marcarea poate fi radioactivă (32P, 35S) sau neradioactivă (biotină, acetylaminofluorenă, digoxigenină, etc) Citirea în acest caz se realizează prin radiografiere, chemiluminiscență sau colorimetrie Hibridizarea in situ (fluorescence in situ hybridization-FISH), utilizează fragmente de ADN marcate fluorescent, cu secvență cunoscută, în scopul de a localiza pe cromozom o regiune de interes medical • Cantitatea de ADN utilizat în reacție este esențială pentru realizarea duplexului Aceasta se măsoară fie spectrofotometric, în lumină UV la 260 nm, fie pe gel de agaroză față de marker de greutate moleculară (benzi de lungime și concentrație cunoscute) • Temperatura de reasociere este funcție de temperatura de jumătate denaturare a ADN și este egală cu Tm - 25°C Temperaturi mai mari conduc la instabilitatea duplexului, iar temperaturi mai scăzute pot determina reasocieri nespecifice Stabilirea corectă a temperaturii de hibridizare este critică pentru specificitatea reacției, atât în hibridizarea în soluție cât și pe membrană • Concentrația ionică a mediului de reacție constituie un parametru esențial al reacției de hibridizare Ionii de Na (clorură de sodiu, fosfat de sodiu, EDTA, citrat de sodiu) sunt utilizați ca agenți chelatori pentru a inhiba nucleazele din mediul de reacție • Substanțele organice sunt utilizate cu scopul de a scădea temperatura de stabilitate a duplexului (în special la moleculele bogate în G+C) și astfel reacția să se desfășoare, în condiții de specificitate maximă, la temperaturi mai joase Se utilizează în acest scop formamida, ureea, dimethylsulfoxid, dextran sulfat, polyethylenglycol sau clorura de tetraethylamoniu, în funcție de condițiile concrete ale experimentului Hibridizarea în soluție este în principal utilizată pentru taxonomie bacteriană, în timp ce hibridizarea pe suport solid este utilizată pentru diagnostic și epidemiologie 7 2 4 2 Hibridizarea pe membrană se realizează conform specificațiilor producătorului de membrană și/sau kit de hibridizare Etapele reacției 1 Fixarea ADN pe membrană este prima etapă a reacției de hibridizare și se realizează după protocoale diferite, în funcție de tipul de analiză care urmează a fi realizat Fixarea de realizează sub acțiunea luminii UV (timp de 5 minute) sau a căldurii (80°C) a) Hibridizare pe colonii Coloniile bacteriene care urmează a fi studiate sunt spotate pe membrană (nitroceluloză sau nylon), sunt Uzate pe membrană și tratate cu RN-ază pentru eliminarea moleculelor de ARN b Hibridizarea pe cultura totală (replica plate) Cultura totală dezvoltată din proba de analizat este trecută pe membrană, unde se aplică același procedeu ca în cazul hibridizării pe colonii c Dot blot este o metoda de transfer a ADN total pe membrană, sub presiune controlată, utilizându-se aparate dedicate, cu godeuri In godeurile aparatului se pune ADN total, după ce celula a fost lizată sau suspensia celulară, liza efectuându-se în godeuri 136 d Southern blot este metoda de transfer a ADN extras și purificat, în general, după ce a fost digerat, iar fragmentele de digestie separate prin electroforeză în gel de agaroză (transfer din gel) In toate cazurile, înainte de fixare, ADN este supus denaturării, astfel încât pe membrană se află ssADN, permisiv hibridizării, dacă în mediul de reacție există alt ssADN cu secvență complementară 2 Prehibridizarea este etapa în care membrana este tratată special, într-un tampon de hibridizare, cu scopul acoperirii situsurilor nespecifice în vederea reducerii zgomotului de fond Etapa se realizează la temperatura Tm-25°C, la o stringență ionică corespunzătoare condițiilor de hibridizare, optimizate în funcție de ADN care urmează a fi hibridizat 3 Hibridizarea constă în introducerea membranei într-un mediu de reacție care conține ADN cunoscut, marcat (sonda nucleotidică), în vederea identificării unor zone de omologie cu acesta pe molecula de ADN fixat pe membrană Se realizează în aceleași condiții de temperatură și stringență ionică în care s-a realizat hibridizarea 4 Revelarea hibrizilor se realizează printr-o metodă corespunzătoare tipului de marcaj utilizat 5 Citirea și interpretarea rezultatelor este asistată de calculator, în prezent existând un număr important de programe capabile să realizeze scheme normalizate ale profilului de hibridizare, să calculeze gradul de similitudine și să realizeze arbori genetici 7 2 5 Secvențierea Standardul de aur în diagnosticul și epidemiologia moleculară este reprezentat de secvențiere Metoda constă în determinarea ordinii nucleotidelor în lanțul de acid nucleic La 24 ani după descoperirea structurii ADN, în anul 1977, au fost dezvoltate două metode de secvențiere, una bazată pe o reacție de amplificare enzimatică (chain termina-tion method) și alta pe degradarea chimică a dublului helix Metoda cel mai larg utilizată se bazează pe sinteza unui nou lanț de ADN în prezența unei ADN polimeraze și a celor patru nucleotide Un oligonucleotid, cu o secvență complementară unei regiuni de pe ADN matriță, este utilizat ca primer Cele patru nucleotide se introduc în reacție în amestec echilibrat In sistemul clasic, se realizează patru reacții pentru cele patru nucleotide, în fiecare dintre acestea introducându-se, în procent de 1%, un nucleotid modificat (dideoxinucleotid - gruparea OH a carbonului din poziția 3’este înlocuită cu un atom de H) astfel încât nu se poate lega de nucleotidul următor Reacția de sinteză se oprește în momentul în care, întâmplător, în locul unui nucleotid se incorporează omologul sau modificat (metoda denumita Sânger după numele cercetătorului care a descris-o prima dată) Primenii sau nucleotidele pot fi marcate (radioactiv sau chimic) Elementele reacției • ADN matriță, denaturat chimic sau termic; • Primenii, complementar unei secvențe de pe molecula ADN matriță; • ADN polimeraza, cu rol în sinteza noului lanț de ADN; • Cele patru deoxinucleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP); • Dideoxinucleotide (unul pentru fiecare reacție, ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP); 137 • Aparatul pentru evidențierea secvenței (sistem de electroforeză în gel de poliacrilamidă) • Softuri pentru alinierea și interpretarea secvențelor Etapele reacției 1 Prepararea ADN care urmează a fi secvențiat ADN matriță se extrage și se purifică din celulele bacteriene de interes Fragmentul care urmează a fi secvențiat se obține fie prin restricție enzimatică, fie prin PCR Când fragmentul de secvențiat este rezultatul unei restricții acesta se introduce intr-un vector (plasmid sau bacteriofag) în vederea secvențierii Indiferent de modalitatea de obținere, ADN de secvențiat se purifică înainte de secvențiere 2 Amplificarea enzimatică se realizează într-o mașina de PCR obișnuită, după optimizarea reacției 3 Separarea fragmentelor amplificate se realizează în gel de poliacrilamidă, migrând în paralel cele patru reacții (în sistemul clasic de secvențiere) 4 Citirea secvenței se face manual, în funcție de modalitatea de marcare utilizată, revelarea facându-se autoradiografîc, chemiluminiscent sau enzimatic (în funcție de tipul de marcaj utilizat) 5 Interpretarea se realizează utilizând programe de calculator dedicate, multe dintre acestea fiind accesibile pe internet Alinierea se face față de secvențele cunoscute și publicate în băncile de date (GenBank) In cazul identificării unei secvențe noi, aceasta se trimite spre introducere în banca de gene 7 2 5 1 Secvențierea automata a apărut ca o necesitate a standardizării metodei, utilizabilă în diagnosticul și epidemiologia moleculară a bolilor infecțioase Există în prezent rețele internaționale de supraveghere microbiologică, specializate, care utilizează această metodă pentru tipizarea patogenilor (spa gene pentru Staphylococcus aureus, emm gene pentru Streptococus pyogenes, etc ) Metoda are la baza secvențierea cu dideoxinucleotide, dar utilizează nucleotide marcate fluorescent (fiecare nucleotid este marcat cu un alt fluorocrom) Un laser este utilizat pentru a stimula lumina fluorescentă, iar fluorescenta este captată de un instrument capabil să determine lungimea de undă Aparatele automate sunt capabile sa diferențieze nucleotidele după tipul de lumină emisă astfel încât cele patru reacții se realizează într-un singur tub Rezultatele sunt oferite sub forma unei electroforegrame, fiecare nucleotid prezentându-se sub forma unui peak de alta culoare (Fig 7-4), Aparatul identifică și salvează secvența in computer Fig 7-4 Secvența ampliconului blaSHV ia Salmonella Enterica (original) 138 Utilizarea secvențierii automate elimină lucrul cu radioactivitate (periculos pentru manipulator, producere de deșeuri radioactive, multe laboratoare nu au permisiunea de a lucra cu radioactivitate), reduce timpul de lucru, utilizează kituri comerciale, citirea este automată și prin urmare rezultatele sunt mult mai fiabile și comparabile interlaboratoare 7 2 5 2 Pyrosecvențierea Nevoia continuă de rapiditate în diagnostic și epidemiologie precum și necesitatea de a descoperi noi markeri genetici sau gene cu funcții alterate a condus la descoperirea și introducerea în practica de laborator a unei noi metode de secvențiere, pyrosecvențierea (secvențierea bazată pe sinteză și pirofosfat) Are la bază sinteza de ADN nou ca urmare a alungirii unui primer utilizat ca amorsă, în prezența ADN polimerazei și a celor patru nucleotide Incorporarea unui deoxiribonucleotid trifosfat în lanțul nou de ADN este însoțită de eliberare de pirofosfat (PPi) ATP sulfurilaza, existentă în mediul de reacție, convertește PPi la ATP care catalizează conversia luciferinului la oxiluciferin în prezenta luciferazei Oxiluciferinul generează lumină vizibila care este captată de o cameră digitală sub forma unor peak-uri (pyrograma) înălțimea picurilor este proporțională cu numărul de nucleotide incorporate Mediul de reacție conține apyrază, o enzimă care degradează dNTP neincorporate și ATP ceea ce face ca emisia de lumină să înceteze în acest tip de secvențiere, dNTP sunt introduse în reacție pe rând, după ce prima a fost incorporată, iar excesul degradat Este o metodă de secvențiere în timp real, superioară metodei Sânger în ceea ce privește timpul de execuție, prețul de cost, cuantificarea, ușurința de a fi efectuată și de a citi secvența Este utilizată pentru identificarea secvenței unui fragment de interes biomedical, tiparea microorganismelor, studii de transgeneză, detectarea mutațiilor punctiforme, inserțiilor, delețiilor, detectarea markerilor genetici de virulență, de rezistența la antibiotice, etc Metoda este în întregime automatizată, aparate dedicate și kituri de reactivi fiind astăzi comercializate pentru a permite utilizarea acesteia în laboratoarele clinice 7 2 6 Microchips (microarrays) Expresia genică consta în transcrierea informației conținută de ADN în molecule de ARN mesager (mARN) și traducerea acesteia în proteine cu rol structural sau funcțional Expresia genică este un mecanism complex influențat atât de stimuli externi cât și de modificări la nivelul acizilor nucleici Deteriorarea/modificarea expresiei genice este cauza multor maladii, detectabile prin identificarea tipurilor și cantității de mARN produs de celule Tehnologia microarray constă din membrane de mici dimensiuni, lame de sticlă sau chip-uri de silicon pe care sunt fixate sonde nucleotidice, reprezentând un număr mare de gene, aranjate într-un pattem definit Prezența în celulă a mARN corespunzător unei gene are ca rezultat hibridizarea moleculară si apariția în consecință a unui spot în poziția genei respective pe microchip Profilul de hibridizare este citit în funcție de culoare și intensitatea acesteia Rezultatul este salvat ca imagine digitală a microchipului în computer și este analizat utilizând programe dedicate 139 Elementele reacției • Microchipuri pe care sunt fixate fragmente de acizi nucleici țintă, responsabili de sinteza unei proteine de interes in patologia infectioasa (producere de proteine implicate în virulența bacteriană, enzime implicate în rezistența la antibiotice, toxine, etc) Acestea pot fi ADN, cADN sau oligonucleotide, obținute prin restricție enzimatică, PCR sau sinteză chimică • Soluția de hibridizare care conține un amestec de cADN marcat fluorescent Acesta constituie proba de analizat mARN produs de celule este extras, purificat, amplificat prin revers-transcriere, iar cADN astfel obținut este marcat cu fluorocromi Tehnologia microarray se utilizează pentru detectarea nivelului de expresie genică, interrelația dintre diferite gene implicate în determinarea unei maladii, detectarea unor mutații, numărul de copii al unor gene repetitive, polimorfismul în secvența unei gene (ex SNP), etc ’ Din ce în ce mai multe laboratoare apeleaza la acest tip de tehnologie pentru diagnostic molecular, personalizarea medicației și/sau integrarea diagnosticului cu terapia De aceea sunt necesare eforturi pentru standardizarea metodei și crearea unei bănci de date accesibilă laboratoarelor care utilizează această tehnologie NCBI (National Center for Biotechnology Information) a lansat „Gene Expression Omnibus", o bancă de date accesibilă online, iar grupul de lucru „Microarray Markup Language“ a construit banca de date „Microarray Gene Expression“ cu scopul de a pune la dispoziția laboratoarelor a unei platforme pentru trimitere și analiza a cantității enorme de informații privind expresia genică, colectate în întraga lume 7 3 METODE GENETICE UTILIZATE ÎN SUPRAVEGHERE MICROBIOLOGICĂ Laboratorul de epidemiologie moleculară pune la dispoziția sistemului de supraveghere microbiologică a bolilor infecțioase o mare diversitate de metode bazate pe studiul acizilor nucleici cu scopul de a identifica sursa infecției, modalitățile de răspândire a acesteia, distribuția spațio-temporală a tulpinilor implicate într-un eveniment epidemic Metodele moleculare se caracterizează printr-o mare sensibilitate și reproductibilitate conferite de moleculele țintă ale acestora, acizii nucleici, nealterați de manipulările în laborator Sunt metode care se aplică tuturor microorganismelor cu o mare putere de discriminare, eliminându-se conceptul de „netipabil“ 7 3 1 Profilul plasmidic a fost prima metodă moleculară utilizată în studiul clonalității tulpinilor implicate în fenomene cu caracter epidemic Metoda constă în extragerea și purificarea acizilor nucleici extracromozomali și separarea lor prin electroforeză în gel de agaroză Numărul de fragmente precum și dimensiunea acestora, izolate dintr-o tulpină bacteriană, constituie profilul plasmidic al acesteia Teoretic, tulpini izolate din același focar prezintă un profil plasmidic identic Nu totdeauna doua fragmente de ADN cu aceeași dimensiune sunt identice, secvența lor putând fi diferită și prin urmare și informatia/expresia genică este diferită 7 3 1 1 Profilul de restricție enzimatică a ADN plasmidic Metoda constă în digestia ADN plasmidic total cu una sau mai multe enzime de restricție și separarea 140 fragmentelor rezultate prin electroforeză în gel de agaroză Principiul metodei se bazează pe faptul că două fragmente de ADN cu procent de omologie ridicat vor da prin restricție, cu aceeași enzimă, un profil de fragmente identic Elementele reacției • Cultura bacteriană de studiat; • Kit pentru purificare ADN plasmidic; • Enzime de restricție; • Gel de agaroză; • Sistem de documentare a gelului Etapele reacției 1 Extracția ADN plasmidic se poate realizează „clasic14 după una dintre metodele utilizate, pentru plasmide mici sau pentru plasmide mari, în funcție de interesul medical al analizei In prezent există kituri comerciale care permit extracția si purificarea ADN plasmidic (eliminarea în totalitate a ADN cromozomal) într-un timp mult mai scurt și cu o eficiență sporită 2 Digestia cu endonucleaze Se aleg enzime de restricție în așa fel încât pattemul generat să conțină un număr suficient de fragmente pentru a fi discriminatoriu și nu prea multe pentru a putea fi comparabil Condițiile de digestie sunt cele indicate de producătorul enzimei 3 Separarea fragmentelor prin electroforeză în gel de agaroză Condițiile de electroforeză se optimizează pentru fiecare specie analizată 4 Documentarea gelului se realizează, după colorare cu bromură de etidiu, fie prin fotografiere cu sistem Polaroid, fie prin captarea imaginii cu o cameră digitală și salvarea ei în computer în vederea analizei Acest tip de analiză se numește RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-phism) și se studiază utilizând programe cumpărate cu licență sau libere pe internet 7 3 2 Metode bazate pe analiza fragmentelor de restricție 7 3 2 1 Ribotipia este o metoda RFLP bazată pe restricție enzimatică și hibridizare moleculară și se definește ca profilul de restricție al genelor responsabile de sinteza ARN ribozomal (rARN) Genele care codifică sinteza rARN sunt organizate în unitati de transcriere policistronice, operoni rrn Pornind de la promotor, genele sunt aranjate în următoarea ordine: 5M6S - 23S - 5S-3’ Un operon rrn tipic de E coli se spațiaza pe o lungime de 6000-7000 perechi de nucleotide Operonii rrn sunt prezenți pe cromozomul bacterian în multiple copii, variind de la 1 la 11, în funcție de specie în regiunea intergenică cuprinsă între genele care codifică sinteza moleculelor 16S și 23S se află o regiune variabilă care conține gene codante pentru una sau mai multe specii de ARN de transfer (tARN), precum și secvențe repetate direct Analizele structurale comparative ale moleculelor de rARN au condus la concluzia că, deși există diferențe în secvența lor nucleotidică, se păstrează un înalt grad de conservare 141 a structurii secundare și terțiare pe întreg spectrul evolutiv Secvența nucleotidică, atât a unității 16 S cât și a unității 23 S prezintă regiuni cu un înalt grad de conservare, precum și regiuni hipervariabile ARN ribozomal este ancestral, universal distribuit, aparent neexpus transferului, cu cea mai mare parte a structurii primare constantă ceea ce-i conferă funcționalitate constantă Aceste proprietăți fac ca moleculele de rARN să fie considerate „cronometre moleculare64 în studiile taxonomice, fîlogenetice și epidemiologice Numărul operonilor rrn, precum și poziția diferitelor gene în structura acestora influențează puterea de discriminare a ribotipiei ca metodă de analiză epidemiologică Elementele reacției • Cultura bacteriană care urmează a fi analizată; • Kit de extracție ADN genomic (total); • Enzime de restricție; • Sistem de electroforeză; • Sistem de documentarea gelului; • Sistem de transfer ADN de pe gel pe membrană (Southern blot); • Sonde nucleotidice; • Kit de marcare și revelare a hibrizilor moleculari; • Softuri de analiză a RFLP Etapele reacției 1 Extragerea ADN total se realizează utilizând metoda care pune la dispoziție ADN de calitate (puritate ridicată, molecule lungi, nefragmentate) După extracție și purificare ADN se supune tratării cu RN-ază și dializei pe filtru 2 Restricția enzimatică se realizează cu enzime cu situsuri de restricție dese pe cromozom pentru a genera un număr mare de fragmente, cu lungimea de la câteva sute de perechi de baze până la câteva mii de perechi de baze 3 Separarea fragmentelor de restricție se realizează prin electroforeză într-un gel mare (lung de 20 cm), un voltaj scăzut (50V) și un timp îndelungat (peste noapte 14-16 ore) pentru a realiza o spațiere corectă a tuturor fragmentelor (de dimensiuni mari și mici) 4 Fotografierea gelului pentru verificarea calității restricției enzimatice 5 Transferul fragmentelor de restricțiepe membrana de nylon se realizează în condiții denaturante (concentrație stringentă de ioni de Na+), astfel încât ADN să se afle pe membrană în structură monocatenară, pennisivă hibridizării 6 Fixarea ADN monocatenar pe membrană se realizează fie prin expunere la lumină UV timp de 5 minute, fie prin „coacerea” membranei la 80°C timp de 1 oră 7 Sonda moleculară este reprezentată de cinci oligonucleotide, două complementare cu regiuni conservate ale moleculei 16S, și trei cu omologie pe molecula 23 S (5 OligoMix) Acestea sunt marcate terminal cu digoxigenină 8 Prehibridizarea se realizează la 53°C, timp de o oră, iar hibridizarea la aceeași temperatură timp de 16 ore (peste noapte) Sonda va hibridiza cu fragmentele de restricție pe care găsește omologie de secvență 9 Spălările posthibridizare, la 45°C și temperatura camerei au rolul de a elimina sonda în exces 142 10 Cuplarea cu anticorpi antidigoxigenină marcați cu fosfatază alcalină se realizează pe fragmentele de restricție care au hibridizat cu sonda nucleotidică 11 Revelarea enzimatică In mediul de reacție se realizează un sandwich, ADN / sonda + digoxogenină / anticorp anti digoxigenină + fosfatază alcalină, care va fi evidențiat printr-o reacție de culoare, cu un complex NBT/BCIP (nitrobluetetrazolium și bromo-chloroindofenil) Sunt vizibile pe membrană numai fragmentele care au hibridizat cu sonda, deci cele pe care sunt localizate secvențe omologe operonilor rrn Documentarea profilului de hibridizare se realizează fie prin scanarea membranei și utilizarea imaginii pentru a fi prelucrată cu pachetul de programe TaxotronR (Institut Pas-teur, Paris), un ansamblu de programe alcătuit din RestrictoScanR, RestrictoTyperR, AdansonR și Dendrograf*, fie prin preluarea imaginii cu o cameră digitală, salvarea ei în computer și analiza cu un alt program dedicat (BioNumerics) 7 3 2 2 Profilul de macrorestricție în câmp pulsator (PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis) Metodă considerată până în momentul de față standardul de aur pentru epidemiologia moleculară, presupune includerea microorganismului de studiat în agaroză, liza acestuia in situ și digestia ADN total cu enzime de restricție cu situsuri rare de recunoaștere pe cromozom Fragmentele generate în urma digestiei sunt separate într-un pattem de benzi discrete, în funcție de greutatea lor moleculară, prin electroforeză în gel de agaroză, sub acțiunea unui curent electric care își schimbă sensul după un program prestabilit Există mai multe sisteme de câmp pulsator care diferă prin unghiul sub care este aplicat câmpul electric, numărul de electrozi și modul de aranjare al acestora, orientarea gelului, modelul cuvei, etc Indiferent de tip, toate sistemele PFGE au eliminat distorsiunile majore în migrarea fragmentelor de ADN și sunt capabile să separe fragmente care ajung până la 6000 kb în lungime Rezoluția sistemelor depinde însă de timpul de puls, puterea câmpului electric, temperatura, compoziția tamponului, tipul și concentrația agarozei, unghiul dintre câmpuri • Timpul de puls influențează mobilitatea ADN în matricea gelului și depinde de lungimea fragmentelor supuse migrării • Voltajul aplicat sistemului este funcție de timpul de puls și mărimea fragmentelor de ADN Pentru separarea fragmentelor mari se recomandă un voltaj scăzut, un timp de puls mare și un timp de migrare îndelungat (câteva zile) • Unghiul între câmpurile electrice aplicate sistemului este în mod obișnuit de 90° și/ sau 110-120° • Temperatura de migrare este cuprinsă între 4°C si 15°C O temperatură controlată a migrării permite obținerea de rezultate reproductibile Pattemurile de restricție sunt markeri moleculari utili în stabilirea gradului de înrudire și a clonalității tulpinilor studiate Tulpinile sunt considerate clonale, atunci când pattemurile lor de restricție prezintă același număr de fragmente, fragmentele corespondente având aceeași greutate moleculară Tulpinile sunt considerate strâns înrudite, atunci când profilurile de digestie diferă prin două sau trei fragmente 143 Elementele reacției • Cultura bacteriană supusa analizei; • Reactivi pentru liza celulară chimică și enzimatică; • Enzime de restricție cu număr redus de situsuri pe cromozomul speciei căreia îi aparțin tulpinile studiate; • Sistem de electroforeză în câmp pulsator; • Sistem de documentare a gelului Etapele reacției 1 Prepararea ADN de analizat constă în realizează unor bloculețe prin înglobarea culturii bacteriene într-un gel de agaroză cu punct de topire scăzut (low melting agarose) Liza celulară (chimică și enzimatică) se realizează in situ Eliminarea tuturor elementelor care ar putea inhiba reacția se realizează prin spălări repetate ale bloculețelor 2 Restricția enzimatică se realizează de asemenea in situ, enzimele utilizate fiind alese în funcție de compoziția în G+C a cromozomului speciei care se analizează înainte de restricție bloculețele cu ADN sunt echilibrate în tamponul enzimei care va fi utilizată Restricția se realizează în condițiile descrise de producător, un timp îndelungat 3 Electroforeza se realizează după un program prestabilit, ținându-se seama de lungimea fragmentelor de ADN care urmează a fi separate și de sistemul de PFGE 4 Documentarea gelului se face după colorare cu bromură de etidiu și decolorare Imaginea este fotografiată sau captată cu o cameră digitală 5 Analiza se face ca în toate metodele RFLP 7 3 3 Metode bazate pe PCR 7 3 3 1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) este metoda care utilizează o amplificare de tip PCR, la stringență scăzută, cu un singur primer cu secvența arbitrară, pentru a genera un profil de fragmente de amplificare necunoscute, de lungimi diferite Primerii, universal utilizați, au în general o lungime de 10 baze și cel puțin 40% conținut în G+C Condițiile de PCR permit alinierea primerilor ori de câte ori găsesc omologie pe ambele lanțuri ale moleculei de ADN Teoretic, două molecule de ADN cu cu un grad de similitudine ridicată vor prezenta un număr egal de regiuni de omologie cu un primer și prin amplificare vor da patemuri RAPD identice RAPD este o metoda de subtipizare simplă, reproductibilă, ușor de standardizat ca urmare a existenței și comercializării unui kit dedicat Elementele reacției • Cultura bacteriană pentru analizat; • Kitul pentru RAPD; • Sistem de electroforeză; • Sistem de documentare a gelului Etapele reacției 1 Prepararea ADN care intră în reacție se face fie prin extracție și purificare, fie prin liza termică a culturii bacteriene 144 2 Reacția de amplificare se realizează conform instrucțiunilor producătorului kitului 3 Electroforeză în gel de agaroză se realizează în condițiile unei electroforeze orizontale clasice 4 Documentarea și analiza gelului se realizează ca în condițiile unui RFLP 7 3 3 2 PCR-RFLP este o metodă care combină o reacție de PCR urmată de o restricție enzimatică a produsului amplificat PCR-ribotipia amplifică fragmentul intergenic 16S-23 S după care ampliconul este supus restricției cu endonucleaze Regiunea este o secvența variabilă, aici aflându-se un număr diferit de structuri genetice care codifică tARN, precum și regiuni repetate Când două molecule de ADN analizate sunt izolate din doua tulpini cu evoluție clonală, regiunea este identică și supusă restricției cu aceeași enzimă va da un profil de restricție identic Existența unor mutații punctiforme în structura amplificată poate conduce la pierderea unui situs de restricție, respectiv la apariția unui profil de restricție diferit 7 3 3 3 Rep-PCR este utilizată pentru amplificarea unor regiuni repetitive de pe cromozomul bacterian Numărul acestor regiuni poate fi variabil sau secvența lor poate suferi diverse modificări ca urmare a unor evenimente genetice derulate la nivelul acestora (deleții, mutații, inversii, etc) Metoda constă în amplificarea de tip PCR a regiunilor respective urmată sau nu de RFLP (în funcție de lungimea secvențelor respective) Teoretic, doua tulpini bacteriene înrudite epidemiologie au un profil de amplificare identic și un RFLP al produșilor amplificați identic ERIC-PCR (la tulpini de Enterobacteriaceae) și BOX-PCR (la tulpini de Streptococcus) sunt metode utile in tiparea moleculară a tulpinilor izolate din contexte epidemiologice speciale 7 3 3 4 PCR-hibridizare include metode care detectează/identifică produsul amplificat prin hibridizare cu sonde specifice In acest caz, fie se fixează pe membrană produsul de amplificare, iar sonda, marcată, este introdusă în tamponul de hibridizare, fie se fixează pe membrană sonda, iar produsul de amplificare, marcat este aplicat peste aceasta în tamponul de hibridizare Spoligotyping este o metodă de PCR asociată cu hibridizarea, concepută și utilizată pentru prima dată pentru analiza moleculară a tulpinilor de Mycobacterium tuberculo-sis Fundamentul științific al metodei constă în structura cromozomului acestei specii care prezintă un număr important de regiuni repetate separate între ele de regiuni genomice de dimensiuni diferite Profilul de amplificare (numărul de regiuni interspațiale) permite diferențierea/analiza clonală a tulpinilor Evidențierea profilului se face după hibridizare pe membrană, pe care se află fixate oligonucleotide specifice diferitelor regiuni interspațiale, a ampliconului obținut prin PCR 7 3 3 5 PCR-secvențiere este metoda care utilizează tehnica PCR pentru detectarea unei regiuni genomice de interes medical, regiune care este ulterior secvențiată în vederea tipării moleculare a tulpinilor studiate Modificări, la nivel de un singur nucleotid, în secvența regiunii respective modifică secvența aminoacizilor în produsul de expresie și reprezintă marker utilizat în epidemiologia moleculară Metoda devine din ce în ce mai larg utilizată în rețelele internaționale de supraveghere a bolilor infecțioase (spa PCR-secvențiere petru detectarea genelor responsabile de producerea proteinei A la Staphy-lococcus aureus, emm PCR-secvențiere pentru diferențierea tulpinilor de Streptococcus pyogenes, bla PCR-secvențiere pentru identificarea tipului de B-lactamaze la microorganisme rezistente la antibiotice p-lactamice, etc) 145 7 3 3 6 MLST (Multilocus Șequence Țyping) este metoda de analiză bazată pe identificarea mutațiilor în gene esențiale pentru bacterii (housekeeping genes) Se bazează pe secvențierea automată, rezultatele fiind indubitabile, comparabile între laboratoare din întreaga lume Metoda este universal valabilă deoarece acumularea de modificări în secvența genelor esențiale este un proces relativ lent și stabil în timp S-au făcut progrese importante în acest domeniu, datele fiind acumulate în bănci cu acces internațional Primeni sunt construiri pe baza secvenței complete a principalelor grupări taxonomice de interes medical existente în băncile de date utilizând programe dedicate Se realizează o reacție de PCR, ampliconii sunt identificați prin electroforeză în gel de agaroză, purificați cu un kit comercial și cuantificați prin comparare cu un marker de greutate moleculară (ex Smart ladder), după care sunt supuși secvențierii Interpretarea rezultatelor se face automat prin accesarea paginii de web a MLST 7 3 3 7 AFLP (Amplified Fragment LengthPolymorphism) este o tehnică de ADN fingerprinting bazată pe reacția PCR In analiza AFLP, ADN genomic bacterian este digerat cu enzime de restricție, fragmentele sunt ligate cu adaptori, ADN astfel obținut reprezentând matrița în reacții PCR Primeni utilizați pentru PCR conțin secvențe omologe adaptorilor care au în căpătui 3’ nucleotide selective Numai fragmentele de restricție în care nucleotidele care flanchează situsul de restricție hibridizează cu nucleotidele selective vor fi amplificate Reacția se realizează conform instrucțiunilor producătorului, comercializandu-se kituri dedicate acestei tehnici 7 4 CONTROLUL DE CALITATE ÎN LABORATORUL DE MICROBIOLOGIE MOLECULARĂ Alocarea spațiului pentru- PCR Pentru a preveni contaminările încrucișate și amplificările nespecifice, spațiul laboratorului în care se lucrează PCR este împărțit în patru arii (zone) distincte: Aria A în care se realizează prelucrarea probei în vederea amplificării (extracția și purificarea acizilor nucleici) Aria В este alocată pentru prepararea soluțiilor/reactivilor stoc pentru PCR și pentru efectuarea premixului pentru amplificare enzimatică Aria Cy destinata adăugării ADN matriță Aria D, post PCR, este folosită pentru analiza produșilor de amplificare Aici se realizează electroforeza în gel, restricția enzimatică a ampliconilor, purificarea post PCR în vederea secvențierii, alte manopere cu acizi nucleici Reactivi și consumabile • ADN matrița este extras după protocol standard sau conform instrucțiunilor producătorului, atunci când se utilizează kit de extracție • Reactivii pentru PCR sunt procurați de la companii care posedă licența de comercializare și utilizare în astfel de reacții • Apa utilizată trebuie să fie de calitate „pentru biologie moleculară” liberă de RN-aze și DN-aze • Reactivii pentru biologie moleculară (enzime, primeri, ADN etc) sunt conservați la-20°C ’ 146 Materialele din plastic, de unică utilizare, trebuie să fie sterile Echipamente de bază Se utilizează micropipete automate, cu volum reglabil, calibrate Laboratorul trebuie echipat cu seturi de pipete dedicate fiecărei arii de lucru Aparatul pentru PCR (termocyclerul), licențiat pentru a fi utilizat în PCR, este verificat pentru corectitudinea temperaturii afișate Când aparatul nu este echipat cu capac încălzit amestecul de reacție este acoperit cu un strat de ulei de parafină steril (50 pl) pentru a împiedica evaporarea probei Pentru a ușura optimizarea reacției se comercializează aparate cu gradient de temperatură In funcție de capacitatea blocului mașinii de PCR și de nevoile laboratorului, se pot executa mai multe experimente în același timp Pentru fiecare lot de experimente, care se desfășoară simultan pe aparatul de PCR, se introduc în reacție un martor de ADN sigur pozitiv pentru segmentul matrița, un martor de ADN sigur negativ pentru fragmentul respectiv și un martor în care ADN este înlocuit cu apă Hota cu flux laminar prevăzută cu lampă de UV, verificată în ceea ce privește fluxul de aer și capacitatea de sterilizare Toate celelalte aparate trebuie verificate pentru funcționare corecta și amplasate în locații bine definite Toate reacțiile efectuate în laboratorul de microbilogie moleculară includ martori pozitivi de reacție și martori negativi Pe lângă aceștia, sunt reacții care includ martori de control al funcționarii corecte a principalelor componente ale reacției Prevenirea contaminărilor încrucișate Câteva reguli de biosecuritate sunt absolut necesare în laboratorul în care se efectuează PCR: 1 Efectuarea procedurilor în spații speciale conform „alocării spațiului'4; 2 Se lucrează cu mănuși de unică utilizare pentru a evita contactul nucleazelor existente pe piele cu produsele care se manipulează; 3 Sunt necesare seturi diferite de micropipete în diferitele arii de lucru și pipete speciale pentru lucrul în hota cu flux laminar; 4 Reacția PCR se efectuează în hota cu flux laminar prevăzuta cu lampă UV; 5 Se utilizează vârfuri sterile, cu filtru hidro fob, corespunzătoare tipului de pipetă utilizat; 6 Se prepară și se utilizează un set special de reactivi numai pentru PCR; 7 Mașinile de PCR sunt localizate într-un spațiu situat în afara celui în care se afla hota cu flux laminar pentru realizarea PCR; 8 Se reduce la minim traficul prin camera în care se realizează PCR; 9 Tampoanele, reactivii, enzimele, repartizate în cantitati mici, se păstrează în congelatorul localizat în spațiul de PCR, cât mai aproape de hota cu flux laminar; 10 Spațiile de PCR sunt prevăzute cu echipament mic (vortex, agitator magnetic, mi o cro centrifugă); 11 Tuburile de reacție, scoase de pe mașina de PCR, se deschid în aria D 12 Incinta hotei cu flux laminar în care se află apa pentru PCR, tuburile, stativele, vârfurile, pipetele, uleiul mineral (când se utilizează), tampon de reacție se expun luminii UV 5-20 minute înainte de reacție 147 Metodele moleculare de analiză au un rol deosebit de important în cunoașterea structurii genetice a microorganismelor circulante într-o zonă geografică și într-o perioada de timp, informațiile fiind utile în studiul circulației agenților infecțioși, stabilirea originii unor epidemii, calea parcursă și modul de diseminare a acestora, precum și detectarea importului într-o zonă îndemnă Tehnicile de biologie moleculară se recomandă prin specificitate, selectivitate și rapiditate ca metode de analiză epidemiologică cel puțin la nivelul Centrelor Naționale de Referință Datorită dezvoltării sondelor reci, inconvenientul lucrului cu radioactivitate a fost eliminat, reacțiile de hibridizare și secvențiere putându-se efectua la nivelul oricărui laborator dotat cu bază tehnică corespunzătoare Analiza asistată de calculator a imaginii și tratarea statistică a datelor a crescut exactitatea și ușurința comparării moleculelor de ADN de diferite origini Extracția și secvențierea automată a acizilor nucleici au redus considerabil consumul de reactivi și timp de execuție, iar aparatele pentru PCR au revoluționat diagnosticul infecțiilor microbiene, reacțiile putându-se efectua direct pe produsul patologic După terminarea marelui proiect privind structura genomului uman, cunoașterea structurii genetice a microorganismelor care colonizează organismul uman reprezintă zona de cercetare de cea mai mare importantă pentru microbiologia clinică fiind considerată al doilea mare proiect „Genomul uman: Microbial Community GenomicsA Bibliografie 1 Ausubel F M, Brent R, et al Current Protocols în Molecular Biology 1996, John Wiley & Sons, Inc, USA 2 Belkun A DNA Fingerprinting of Medically Important Microorganisms by Use of PCR Clin Mirobiol Rev, 1994, 7, (2): 174-184 ’ 3 Belkum A, Scherer S, Alphen L, Verbrugh H Short-sequences DNA repeats in prokaryoțic genomes Microbiol Mol Biol Rev, 1998, 62 (2):275-293 4 Dale, W J Molecular Genetics of Bacteria, 3rd Ed 1998, John Wiley & Sons Inc USA i 5 Damian, M Ribotipia, metoda moleculara utila in studiile epidemiologice Bacteriei Virusol Parazitei Epidemiei, 2000,45 (l-2):3-ll 6 Freifelder, D Microbial Genetics 1987, Jones and Bartlett Publishers, Inc 7 Furows S J, Ridgway, G L Good laboratory practice in diagnostic laboratories using nucleic acid amplification methods Clin Microbiol Infecta 2001,5,227-229 8 Gavrila L Genomica Un tratat despre genom, de la virusuri la om 2003, Editura Enciclopedica, București 9 Innis M A , Gelfand D H Sninsky JJ, White Th 1 PCR protocols, a guide to methods and applications 1990, Academic Press, Inc 10 Juni E Genetic transformation assays for identification of strains of Moraxella urethralis J Clin Microbiol 19П, 5(2): 227-235 11 Kraviec S, Riley M Organization of Bacterial Chromosome Microbiol Rev, 1990 54,3:502-539 12 Lewin B Genes VII 1999, Oxford University Press 13 Lin J J Kuo J, Ma J A PCR-based DNA fingerprinting technique: AFLP for molecular typing of bacteria Nuci Acid Res, 1996, 24 (18): 3649-3650 14 Maiden M C J, Bygraves J A et al Multilocus sequence typing: A portable approach to the identification of clones within population of pathogenic microorganisms Preceeding of The National Academy of Science of the United States of America, 1998 95 (6): 3140-3145 148 15 Olive M D, Bean P Principles and Applications of Methods for DNA-Based Typing of Microbial Organisms J Clin Microbiol, 1999,37 (6): 1661-1669 16 Penner G A, Bush A, et al Reproductibility of random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis among laboratories PCR Methods and Applications, 1993, (2): 341-345 17 Raue H A , Klootwijk J, Musters W Evolutionary conservation of structure and function of high molecular weight ribosomal RNA Prog Biophys Molec Biol, 1988, 51 (50), 77-129 18 Regnault B, Grimont F, Grimont P A D Universal ribotyping method using a chemically-labelled oligonucleotideprobe mixture Res Microbiol,1997, (148): 649-659 19 Widjojoatmodjo M N, Fluit A D C, Verhoef J Rapid Identification of bacteria by PCR-single ștrand conformation polymorphism J Clin Microbiol, 1994, 32 (12): 3002-3007 20 Sambrook J, Russell D W Molecular cloning, a laboratory manual 2001, 3-rd ed Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York 21 Sherratt D J Mobile Genetic Elements 1995, Oxford University Press 22 Smolinski M S, Hamburg M A, Lederberg J Microbial Threat to Health: Emergence, Detection and Response 2003, National Academic Press, SUA 23 Stackebrandt E, Goodfellow M Nucleic acid techniques in bacterial systematics 1991, John Wiley & Sons Inc, USA 24 Snyder L, Champness, W Molecular Genetics of Bacteria 1997, ASM Press, Washington, D C 25 Sullivan C B, Diggle M A et al Multulocus Sequence Typing: Data Analysis in Clinical Microbiology and Public Health MolecularBiotechnology, 2005,29, (3): 245-254 26 Tenover F C, Arbeit R D, Goering R V, Mickelsem P A, Murray B E, Persing D H Swaminathan B Interpreting Chromosomal DNA restriction pattern produced by pulsed-field electrophoresis: Criteria for bacterial străin typing J Clin Microbiol, 1995, 33 (9): 2233-2239 27 Versalovic J, Koeuth Th, Lupski R Distribution of repetitive DNA sequences in eubacteria and application to fingerprinting of bacterial genomes Nuci Acid Res, 1991 19 (24): 6823-6831 8 DIAGNOSTICUL INFECȚIILOR VIRALE, CHLAMIDIALE ȘI RICKETTSIENE ÎN LABORATORUL CLINIC (DUMITRU BUIUC) 8 1 PARTICULARITĂȚI ȘI MOTIVAȚII 8 2 PRELEVAREA PROBELOR PENTRU DIAGNOSTICUL VIROZELOR 8 2 1 Alegerea probelor 8 2 2 Momentul prelevării 8 2 3 Transportul și conservarea 8 2 4 Proceduri de prelevare a probelor Spălătura nazală Aspiratul nazofaringian Tamponul nazofaringian Spălătura faringiană Tamponul faringian Sputa Exsudatul sau raclatul conjunctival Raclatul coniean Tamponul bucal Saliva Fecalele Tamponul rectal Urina Lichidul cefalo-rahidian Exsudate din seroase Fluidul vezicuiar și raclate cutanate Frotiuri din leziuni veziculare Probe biopsice sau necropsice Sângele 8 2 5 Prelucrarea probelor Spălaturi nazale sau faringiene Tampoane Fecale Aspirat nazofaringian Sputa Raclatul conjunctival sau vezicuiar Saliva Urina Fluidul vezicuiar Lichidul cefalo-rahidian și exsudate din seroase Probele biopsice sau necropsice Sângele 8 1 PARTICULARITĂȚI ȘI MOTIVAȚII Virusurile, chlamidiile și ricketsiile cultivă numai pe gazde vii (culturi de celule, embrioni de găină, animale de laborator), ceea ce limitează drastic posibilitatea de izolare și identificare a acestor organisme în cele mai multe laboratoare clinice Mult timp impactul diagnosticului de laborator al virozelor asupra deciziei clinice a fost redus prin inaccesibilitatea laboratoarelor clinice la tehnicile de izolare și indentifîcare a virusurilor, rezultatele tardive ale investigației virologice și serologice față de evoluția acută a celor mai multe viroze și, nu în ultimul rând, de sărăcia arsenalului chimioterapie antiviral In aceste condiții, diagnosticul virozelor abia depășea, prin câteva imperative, sfera academică: • Viroze în care profilaxia, prognosticul și, rar, terapia depindeau de un diagnostic precis E g , diagnosticul rabiei la animalul mușcător (pentru vaccinarea antirabică a celor mușcați), diagnosticul rubeolei la gravide (pentru întreruperea sarcinii), diagnosticul infecțiilor grave cu virus Herpes simplex (primele posibilități terapeutice) • Viroze foarte grave sau/și cu potențial epidemigen important (poliomielita, gripa ș a ) pentru măsuri de combatere în focar și profilaxie • Triajul donorilor de sânge pentru profilaxia hepatitei B 150 Motivația diagnosticului etiologic al infecțiilor determinate de chlamidii și rickettsii este însă puternică: necesitatea dublată de posibilitatea terapiei antimicrobiene Diagnosticul serologic al acestor boli este mai operant pentru decizia clinică decât în viroze Din anii 1980, diversificarea chimioterapicelor antivirale, apariția și diversificarea unor metode tot mai performante pentru depistarea antigenică rapidă a antigenelor și acizilor nucleici virali ca și progresele metodologice și tehnice privind izolarea și identificarea virusurilor au modificat semnificativ relația cost-beneficiu în favoarea beneficiului și au adus motivații noi pentru diagnosticul virozelor Iată, în rezumat, cum se reflectă în sfera motivațiilor diagnostice aceste mutații tehnologice și de cunoaștere: 1) Accesibilitatea crescută la diagnosticul virologic pentru tot mai multe laboratoare prin comercializarea unor: • truse cu reactivi pentru depistarea antigenică a variate virusuri; • culturi celulare 2) Impactul tot mai important al diagnosticului virologic asupra deciziei clinice prin: • recunoașterea infecțiilor care beneficiază de tratament antiviral (e g , infecțiile grave cu virusurile herpes simplex, varicela-zoster, respirator sincițial ș a ); • evitarea de tratamente antivirale toxice și costisitoare (e g , administrarea ribavirinului la sugari cu infecție acută a tractusului respirator inferior determinată de alți agenți infecțioși decât virusul respirator sincițial); • evitarea abuzului de terapie antibacteriană la pacienți cu meningoencefalită enterovirală, la sugari cu boală respiratorie acută virală; 3) Reducerea cheltuielilor pentru diagnosticul virologic prin: • Utilizarea unor chei clinice de orientare a investigației virologice (e g , virus Herpes simplex, adenovirus la un pacient cu keratită), ceea ce apropie precizia cererii de examen virologic de solicitarea confirmării prezenței streptococului P-hemolitic în exsudatul faringian sau a bacililor tifici în materiile fecale • Detectarea virusului prin metode directe imunologice sau non-imunologice • Diagnosticul prezumtiv al grupului viral pe baza efectului citopatic poate orienta atitudinea clinicianului în fața unui pacient cu meningită enterovirală și face inutilă identificarea costisitoare a serovarului 4) Izolarea unor virusuri devine mai rapidă și mai sensibilă prin noile tehnici de centrifugare a inoculului pe filmul celular, iar identificarea izolatelor se poate face rapid prin colorație imunofluorescentă a celulelor infectate Astfel, peste 90% din tulpinile de virus Herpes simplex pot fi izolate și identificate în 24 de ore, iar intervalele de izolare și identificare a virusului citomegalic au fost semnificativ scurtate 5) Examenele virologice au ameliorat diagnosticul izbucnirilor nosocomiale de gastroenterite infantile sau infecții respiratorii acute 6) Diagnosticul serologic cedează tot mai mult locul celui virologic, dar își păstrează următoarele indicații: • investigarea epidemiologică a virozelor; 151 • investigarea stării imune a unor persoane (e g , aprecierea riscului unei femei tinere de a contracta rubeola în raport cu titrul anticorpilor antirubeolici); • instrument accesoriu pentru interpretarea, prin autoserodiagnostic, a semnificației clinice a virusurilor izolate din prelevate de pe suprafața unor mucoase (e g , entero-virusuri, adenovirusuri, herpesvirusuri); • diagnosticul virozelor al căror agent etiologic cultivă dificil sau deloc Fie că se realizează pe probe de ser unice sau prelevate în dinamică, rezultatele diagnosticului serologic al virozelor trebuie interpretate prudent din cauza reacțiilor încrucișate, uneori extinse Tabelul 8-1 Posibilitățile și limitele metodelor de laborator în diagnosticul infecțiilor virale și chlamidiale (adaptat după KONEMAN și colab , 1992) Metoda Timp necesar Posibilități Limite Cultivarea Zile - săptămâni Sensibilitate și specificitate maxime Izolatele disponibile pentru identificare Cere dotări pentru culturi de celule și incubare a embrionilor de găină : personal calificat Depistare de incluziuni Ore Diagnostic accesibil, preț redus Sensibilitate și specificitate reduse Depistare antigenică Ore - o zi Diagnostic rapid: util pentru virusuri dificil de cultivat Rezultate fals pozitive și fals negative Impune testarea unor loturi de probe Serologia Săptămâni Relativ accesibilă Utilă pentru virusuri greu cultivabile sau deloc Atestă semnificația clinică a virusurilor izolate din zone contaminate Necesită seruri prelevate în dinamică sau titrarea anticorpilor IgM Posibile reacții încrucișate Investigația virologică este însă costisitoare și trebuie atent apreciată în termeni de cost-beneficiu De aceea, chiar și țările cu tehnologie medicală dezvoltată au recurs la ierarhizarea laboratoarelor sub raportul competențelor pentru diagnosticul virologic Astfel College of American Pathologists recunoaște patru niveluri ale laboratoarelor: Nivelul f laboratoarele care nu pot investiga nici o viroză La necesitate, trimit prelevatele cu cererea de analiză laboratoarelor de rang superior cu care au convenții în acest scop Nivelul II laboratoarele care pot efectua investigații limitate la detectări de incluziuni și de antigene virale ori chlamidiale Desigur și investigații serologice Laboratoarele de nivel I și II aparțin micilor spitale Nivelul III include laboratoarele capabile să izoleze numai virusuri care cresc în culturi de celule uzuale și le pot identifica în măsură în care există comercializate și dispun de truse cu reactivi imunologici Pentru alte izolări și identificări apelează la laboratoarele de referință Aparțin în general marilor spitale Nivelul IV include laboratoarele de referință ale institutelor naționale de sănătate publică, de cercetare sau ale spitalelor universitare Prin baza materială, facilitățile de care dispun și încadrarea cu personal înalt calificat trebuie să asigure izolarea și identificarea virusurilor comune 152 Izolarea și identificarea virusurilor în laboratoarele de nivel III și IV satisfac necesităților deciziilor clinice și ale unor investigații epidemiologice Din nefericire în România numai unele spitale județene au laboratoare care satisfac parțial exigențele nivelului II pentru diagnosticul virologic și numai o mică parte din laboratoarele universitare și ale institutelor regionale de sănătate publică satisfac exigențe ale nivelului III In aceste condiții singurele laboratoare de referință pentru izolarea și identificarea virusurilor, chlamidiilor și rickettsiilor sunt cele ale Institutului de Virusologie „Ștefan Nicolau“ și ale Institutului „loan Cantacuzino“ din București Posibilitățile diagnosticului serologic, pe baza truselor de antigene comercializate de cele două institute precizate mai sus sau obținute din import, se extind la o rețea mai largă de laboratoare In consecință, considerăm că în această carte este suficient să precizăm numai: • Particularitățile prelevării, prelucrării și conservării probelor în vederea expedierii spre laboratoarele de referință pentru izolarea virusurilor rickettsiilor și chlamidiilor • Microscopia uzuală pentru depistarea incluziunilor virale și chlamidiale • Reacțiile antigen-anticorp pentru depistarea antigenică și diagnosticul serologic • Metode rapide non-imunologice pentru diagnosticul acestor infecții 8 2 PRELEVAREA PROBELOR PENTRU DIAGNOSTICUL VIROZELOR 8 2 1 Alegerea probelor Alegerea prelevatelor pentru diagnosticul de laborator al virozelor se supune principiilor enunțate în subcapitolul 1 3 3 1 Diagnosticul virologic impune însă frecvent prelevări multiple din variate situsuri, pentru că: • Mai multe virusuri, cu diferite porți de intrare, pot avea același organ țintă E g , numeroase virusuri pot determina meningoencefalite și ne obligă nu numai la examinarea probelor de lichid cefalo-rahidian, ci și de spălături sau tampoane faringiene (entero-virusuri, virusul Herpes simplex), urină (virusul urlian), fecale sau tampon rectal (entero-virusuri); sânge de fază acută pentru izolarea de arbovirusuri (în circumstanțe epidemiologice sugestive) și pentru eventualitatea diagnosticului serologic • Prezența virusului, în cantități decelabile, într-un prelevat poate varia E g , prezența virusului citomegalic în urină în tabelul 8-2 am prezentat principalele sindroame cu etiologie virală și prelevatele indicate pentru diagnostic în funcție de sindromul investigat, putem examina: aspirate (exsudate, secreții, excrete), spălături nazale și faringiene, fecale, tampoane de pe mucoase și din leziuni cutanate, țesuturi, sânge 153 Tabdui8-2 Un ghid de prelevare a probelor pentru diagnosticul principalelor sindroame clinice cu etiologic virală Sindroame Virusuri implicate" Prelevate patologice Scrologie Mai frecvent Mai rar Deelecție Alternative Postmortem Respiratorii Guturai ( răceală comună", coriză) Rhinovirus Coronavirus Adenovirus Paragripal 3 Gripal А В Paragripal 1,2 VRS Entcrovirus Spălâturâ nazală Aspirat nazofaringian Tampon nazofaringian Posibilă2’ Crup Paragripal 1-3 Gripal A VRS Rujeolic Coronavirus Aspirat nazofaringian Tampon nazofaringian Pulmon Trahee Posibilă Faringite Adenovirus Herpes simplex Enlcrovirus Epstein-Barr Gripal А, В VRS Paragripal 1,2 Rhinovirus Coronavirus Spălătura faringiană Tampon faringian Posibilă2’1 Bronșiolitc ParagripaH VRS Adenovirus Paragripal 1,2 Gripal А, В Rhinovirus, Aspirai nazofaringian, traheal Puncție transtora-cică pentru aspirație sau biopsie Tampon nazofaringian Bronhii Trahee Posibilă2' Pneumonii inlerstițiale Gripal A VRS Paragripal 3 Adenovirus CMV(la imunosupersați) Paragripal 1,2 Rhinovirus Epstein-Barr Gripal В Aspirat nazofaringian, traheal Puncție transtoracică pentru aspirație sau Tampon nazofaringian Pulmon Posibilă2’ Tabelul 8‘2 (continuare) Sindroame Virusuri implicate" Prelevate patologice Serologic Mai frecvent Mai rar Deelecfie Alternative Postmortem Pleurodinie CoxsackieB Coxsackie A Echo Aspirat nazofarin-gian+Fecale Tampon nazofaringian + Tampon rectal Uzual nu41 Digestive Diaree (copii) Rotavirus Adenovirus 40,41 AdenOvirus Enterovirus Coronavirus Norwalk Fecale Tampon rectal - Posibilă" Diaree (adulți) Norwalk Rotavirus Adenovirus Enterovirus Fecale Tampon rectal - Posibilă" Hepatite Hepatitei A Hepatitei В Hepatitelor Поп-Л; non-B Epstcin-Barr CMV Sânge Biopsie hepatică Sânge Ficat Posibilă Parotidite Urlian Paragripal Aspirat nazofaringian Urină Tampon nazofaringian - Posibilă61 Sistem nervos central Meningite aseptice Echo Coxsackie A Caxsackie В Urlian CML Ilerpes simplex 2 Varicela-zoster Adenovirus Bunyavirus Lichid cefalorahidian Aspirat nazofaringian Fecale Tampon nazofaringian Tampon redai Urină t Posibilă7’ 156 Tabelul 8-2 (continuare) Sindroame Virusuri implicate1’ Prelevate patologice Serologie Mai frecvent Mai rar Dcelecție Alternative Poslmortem Encefalite Rare Herpes simplex 1 Togavirus Bunyavirus Epstein-Barr Enterovirus Rubeolic Rujeolic Rabic CMV Lichid cefalorahidian Aspirat nazofaringian Fecale Tampon nazofaringian Tampon rectal Biopsie cerebrală Urină Creier Conținut intestinal Posibilă3” Exanteme Vezicular Herpes simplex Varicela-zoster Echo Coxsackie A Vaccinai Aspirat vezicular Tampon, Raclat de la baza veziculelor Splină Pulmon Ficat Creier Posibilă” Maculo-papular Echo Coxsackie Rujeolic Adenovirus Epstein-Barr Denga Rubeolic Aspirat ' nazofaringian Fecale Tampon nazofaringian Tampon rectal Ficat Splină Pulmon Creier Posibilă3'1’ Peteșial Rară Adenovirus Echo Coxsackie Denga Febrelor hemoragicc Aspirat nazofaringian Fecale Tampon nazofaringian Tampon rectal Splină Creier Ficat Posibilă" Urinare Cistită hemoragică Rară Adenovirus 11 Urină Posibilă Cardiace Miocardite/ pericardile Coxsackie А В Echo Adenovirus Gripal A Urlian Aspirai nazofaringian Fecale Tampon nazofaringian Tampon rectal Urină (pentru virus urlian) Miocard lîxsudal pericardic Conținut din colon Posibilă1' Tabelul 8-2 (continuare Sindroame Virusuri implicate" Prelevate patologice Serologie Mai frecvent Mai rar De clecție Alternative Postmortem Oculare Conjunctivite Adenovirus Herpes simplex Varicela-zoster Coxsackie A Echo Enterovirus 70 Gripal Rujeolic Vaccinai Epstein-Barr Raclat conjunctival Aspirat nazofaringian Fecale Tampon conjunctival Tampon nazofaringian Tampon redai - Posibilă3' Keratite Herpes simplex Varicela-zoster Adenovirus Vaccinai Rujeolic Epstein-Barr Enterovirus 70 Raclat cornean Aspirat nazofaringian Fecale Tampon cornean Tampon nazofaringian Tampon rectal - Posibilă3’ SIDA VIH Sânge Posibilă9’ "Abrevieri: VRS=virus respirator sincițial; CMV=virus citomegalic; CML ~ virusul choriomeningitei limfocitare; SIDA=sindromul imunodeficienței dobândite; V1H=virusul imunodeficienței umane, 21 (a) Rhinovirus: excepție din cauza numeroaselor serovaruri, (b) Enterovirus: limitat la autoserodiagnostic din cauza numeroaselor serovaruri; predicția pozitivă a izolatelor din faringe: 0,70-0,89 (c) Paramixovirusuri: reacții încrucișate, (d) CMV: precaut să fie confirmat prin izolate de virus și apreciat în contextul clinic și al altor investigații microbiologice 31V Epstein-Barr: metoda de elecție Testul anticorpilor heterofili pozitiv la cca 90% din adulții cu mononuclcoză infecțioasă, dar proporția scade sub 80% la copii între 2-4 ani sau sub 30% la cei sub 2 ani și impune, în caz de rezultat negativ, teste cu antigene specifice Enterovirus: doar pentru autoserodiagnostic, dată fiind predicția pozitivă de 0,70-0,89 a izolatelor din faringe și sub 0,4 a celor din fecale 51 Rotavirus și v Norwalk: interes limitat la izbucniri epidemice; enterovirus și adenovirus; autoserodiagnostic pentru că predicția pozitivă a izolatelor din intestin este sub 0,4 Vezi nota de subsol 2c 71V herpes simplex: utilitate nesemnificativă; enterovirus: vezi nota 4 Enterovirus: excepție din cauza numeroaselor serovaruri; izolatele din țesuturi și umori sterile au predicția pozitivă de 0,90-1,0, 1)1 Unica metodă uzuală pentru laboratoarele clinice în general, din mai multe motive, prelevările pe tampoane dau rezultate inferioare comparativ cu aspiratele, spălăturile sau probele fecale: л • Virusul cu celulele care i-au replicat se absorb ireversibil pe fibra tamponului, între 80 și 90% din infectivitatea suspensiilor de virus varicela-zoster este pierdută în interval de numai 5 minute la 4°C după îmbibarea tampoanelor Fenomenul vizează însă și alte virusuri • Tamponul poate fi toxic pentru virus Este cunoscută toxicitatea alginatului de calciu pentru virusul Herpes simplex sau virusuri respiratorii • Rășinile distilate în cursul sterilizării din lemnul de conifere al tijei port-tampon sunt toxice pentru virusuri sau chlamidii • Tamponul prelevă frecvent insuficient produs patologic De aceea, descarcă, imediat după prelevare, tamponul prin agitare insistentă în mediul de transport, iar la retragerea din flacon rulează-1 bine pe peretele interior, deasupra nivelului de lichid, pentru descărcare cât mai completă Tampoanele pe tijă de lemn pot fi lăsate să se dilacereze în mediu după ruperea tijei deasupra tamponului 8 2 2 Momentul prelevării Probele pentru examene virologice trebuie prelevate cât mai precoce în faza acută a bolii Eliminarea virusurilor respiratorii durează între 3 și 7 zile; virusurile Herpes simplex și varicela-zoster sunt prezente în leziuni maximum 3-5 zile de la debutul lor, iar din lichidul cefalo-rahidian virusurile pot fi izolate numai în primele 2-3 zile după debutul manifestărilor clinice 8 2 3 Transportul și conservarea Virusurile sunt organisme fragile, mai ales cele cu anvelopă Semiviața lor se măsoară, de cele mai multe ori, în ore la temperatura camerei, în zile la 4°C și în luni la -70°C De aici decurg câteva imperative: 1) Necesitatea mediilor de transport și a mediilor crioprotectoare, 2) Refrigerarea probelor la 4°C, uzual până la 24 ore; maximum 96 ore pentru transport în laboratorul de referință 3) Congelarea la -70°C când intervalul de timp până la inoculare depășește limitele menționate mai sus Medii de transport pentru virusuri Principial, aceste medii sunt soluții saline, tamponate, suplimentate cu o proteină (serum-albuminăbovină sau, mai obișnuit, gelatină) pentru stabilizarea virusurilor fragile și antibiotice pentru a minimiza contaminarea bacteriană și fungică Un indicator permite monitorizarea vizuală a pH-ului pentru a preveni acidifierea mediului, nocivă virusurilor într-un studiu comparativ, trei medii de transport au dat cele mai bune rezultate: soluția salină Hanks cu gelatină, mediul Stuart și mediul Leibovitz-Emory Mai sunt indicate bulionul cu triptoză-fosfat (vezi Cap 40) Pentru transportul chlamidiilor și virusurilor, WARFORD și colab (1984) recomandă mediul cu zaharoză, fosfat, glutamat (vezi mediul SPG în Cap 39) Fecalele (exceptând tamponul rectal), lichidul cefalo-rahidian, saliva, urina, probele biopsice sau necropsice nu necesită medii de transport Procedează conform indicațiilor de la prelevările respective (vezi mai jos 8 2 4) 158 în vederea utilizării, condiționăm și sterilizăm volume de 3-4 mL mediu de transport în flacoane de 5 ml cu capac înșurubat Până la utilizare, pot fi păstrate, pentru 24 ore, la 4°C sau, mai multe săptămâni, congelate la -70°C ori -20°C în volume mai mari de mediu proba este diluată, iar în volume mai mici se poate usca Conservarea la 4°C o realizăm în frigider sau, pe durata transportului, în container izoterm cu granule de gheață hidrică Congelarea la -70°C trebuie făcută brusc, în strat subțire, prin rotire rapidă a flaconului în baie de alcool cu gheață carbonică (—78,5°C) Dacă păstrarea se va face în același amestec refrigerator, probele trebuie inițial închise ermetic în fiole din sticlă boro-silicată, deoarece СО, difuzează prin dopurile de cauciuc sau garniturile de cauciuc și acidifică mediul cu efecte foarte nocive pentru virus Decongelarea trebuie făcută brusc sub curent de apă la robinet pentru a asigura o creștere a temperaturii probei de minim 25°C per minut Este formal contraindicată păstrarea probelor la -20°C în congelatoare de uz casnic: congelarea la punctul eutectic și oscilațiile termice în jurul acestui punct sunt foarte nocive virusurilor O revistă cuprinzătoare privind transportul probelor pentru examenul virusologie a publicat F S JOHNSON (1990) 8 2 4 Proceduri de prelevare a probelor Spălătura nazală Necesar: pară sterilă din cauciuc cu volumul de cca 30 mL și extremitatea efilată conic; mediu de transport Procedura: Plasează pacientul șezând, cu capacul în extensie de cca 70° pe ceafa Aspiră în para de cauciuc 3-7 mL mediu de transport Inseră extremitatea dispozitivului până la înfundarea unei nări, strânge și relaxează brusc para pentru a proiecta fluidul pe mucoasa nazală și a-1 absorbi imediat Transvazează prelevatul în flaconul de transport Alternativ poți folosi un flaconaș picu-rător cu tubul terminat printr-o tetină mai voluminoasă din cauciuc și etanșat la capacul cu profunzime de cca 1,5 cm Plasează pacientul în poziție șezândă și umple tubul picurător cu mediul de transport din flacon Introdu tubul în nara pacientului și proiectează viguros fluidul în nas prin apăsarea tetinei Menține sub nară capacul flaconului pentru colectarea fluidului de spălare care se scurge (fig 8-1) Astfel este recuperată cca jumătate din mediul de transport utilizat Transvazează atent prelevatul din capac în flacon în lipsa acestor facilități, dar cu rezultat mai puțin satisfăcător, procedează după cum urmează: pacientul în poziție șezând cu capul în ușoară extensie pe ceafa; instilează rapid în fiecare nară 4-5 mL mediu de transport și Fig 8-1 Un dispozitiv pentru prelevat și spălătura nazală (A) Flaconul pregătit peni tu recoltare (B) Picurâtorul, tetina și capacul în care s-a scurs lichidul de spălătură 159 imediat flectează-i capul pentru a colecta lichidul de spălare intr-un vas steril (e g , o cutie Petri, unpahar dispozabil) menținut sub nări Transvazează aseptic proba în flaconul de transport Aspiratul nazofaringian Adaptează etanș o sondă Nelaton la o seringă de 20 mL Aspiră per-nazal conținutul nazofaringian Descarcă sonda în flaconul cu mediul de transport Tamponul nazofaringian: Folosește tampon umectat cu mediul de transport Spălătura faringiană Pacientul, cooperant, face gargară cu 10-20 mL mediu de transport și elimină fluidul într-un pahar steril dispozabil Transvazează aseptic 3-4 mL din probă în flaconul de transport Tamponul faringian: Folosește tampon umectat cu mediul de transport Sputa De la un pacient cooperant prelevă o probă după tuse spontană profundă Tușea forțată, la comandă, nu dă probe de calitate Exsudatul sau raclatul conjunctival: vezi 17 2 2 Raclatul cornean: vezi 17 3 2 Tamponul bucal Șterge ferm cu un tampon din vată uscat mucoasa jugală, de ambele părți, în dreptul molarilor superiori și mucoasa planșeului bucal anterior limbii Descarcă imediat tamponul în mediul de transport Saliva Prelevă 1-2 mL salivă în recipient steril cu gură largă, fără mediu de transport Fecalele Recoltează 1-2 probe de scaun la interval de 24-48 ore (vezi Cap 19) Cu o spatulă prelevă 4-6 grame de fecale și le introdu în flacon, fără mediu de transport, dar ermetic închis pentru a preveni uscarea Chiar dacă fecalele au o bogată microbiotă intrinsecă, lucrează aseptic pentru a preveni contaminarea cu virusuri de la alți membri ai anturajului Tamponul rectal este indicat pentru prelevări de la sugari sau când prelevăm mai multe probe de la același pacient Metoda este însă mai puțin sensibilă decât prelevarea din scaunul emis spontan Sterilizează tampoane obișnuite protejate într-un tub de sticlă lung de 6 cm, care, inserat în anus, va evita incidentele la introducerea sau retragerea tamponului prin sfincter Așează pacientul aplecat cu fața ventrală pe dunga patului Lubrifîază cu ulei de parafină steril 2-3 mm din extremitatea distală exterioară a manșonului pentru a depăși mai ușor sfincterul anal Evită excesul de ulei care poate contamina tamponul După depășirea sfincterului, împinge blând tamponul uscat prin manșon în rect pe o profunzime de cca 5 cm Rotește blând Retrage tamponul și controlează dacă este colorat cu materii fecale în caz contrar reia operația prin manșonul menținut încă pe loc în final retrage și manșonul Descarcă imediat tamponul prin rotire viguroasă în mediul de transport, (vezi mai sus) Urina Prelevă curat 10-20 mL de urină prinsă în zbor din jetul mijlociu (vezi Cap 14) Lichidul cefalo-rahidian prelevat de către specialist (vezi Cap 10), în cantitatea de cca 5 mL, fără mediu de transport, este expediat, în recipient închis etanș, pentru examinare 160 imediată Multe din virusurile prezente în lichidul cefalo-rahidian sunt labile De aceea, dacă proba nu poate fi examinată în interval de ore, trebuie congelată la -70°C Exsudate din seroase sunt prelevate aseptic de către specialist, prin puncție și aspirație, în volum de cca 5 mL, și expediate la laborator, fără mediu de transport, în recipient închis etanș Fluidul vezicular și raclate cutanate Alege câteva vezicule recent apărute și decontaminează-le suprafața prin ștergere blândă cu soluție salină izotonă sterilă sau cu eter (precauție) Nu folosi alcool sau alcool iodat pentru decontaminare Veziculele de pe suprafața mucoaselor pot fi abordate ca atare Funcționează și aspiră conținutul mai multor vezicule cu un ac de 25-26 G adaptat la seringă pentru tuberculină Diluează imediat aspiratul în 1-2 mL mediu de transport pentru a preveni coagularea Alternativ, veziculele pot fi deschise cu vârful unui bisturiu sau cu un ac steril, iar fluidul absorbit cu un tampon, care trebuie descărcat imediat în mediul de transport Prelevarea poate fi completată prin raclarea ușoară a bazei leziunii cu lama unui bisturiu, fără a produce sângerare, iar materialul celular obținut suspensionat în același recipient cu fluidul vezicular, Frotiuri din leziuni veziculare Prelevatul trebuie să conțină suficiente celule pentru a permite depistarea incluziunilor virale prin microscopie uzuală sau a antigenelor virale prin colorație imunofluorescentă Fluidul vezicular nu conține suficiente celule pentru acest scop Alege leziuni în stadiul incipient, vezicular (nu pustule) Decontaminează suprafața și deschide vezicula prin incizie periferică, cu bisturiul steril Ridică epiderma și absoarbe fluidul cu un tampon sau cu hârtie de filtru Raclează ușor baza leziunii cu lama bisturiului (vezi mai sus) Etalează materialul celular prelevat pe două lame de microscop în strat fin cu diametrul de 5-10 mm Pentru colorația imunofluorescentă asigură 3 lame ținând cont de martorii necesari Probe biopsice sau necropsice Abordează leziunile cât mai precoce Utilizează seturi separate de instrumente sterile pentru incizia tegumentului și abordarea fiecărei leziuni Prelevă probe cu latura de cca 1,3 cm și plasează-le în borcane separate în virozele sistemului nervos central prelevă probe din cortextul lobului temporal, din mezencefal, măduva cervicală și lombară Nu utiliza mediu de transport sau lichid fixator Probele biopsice și necropsice trebuie păstrate la 4°C în recipient închis etanș și prelucrate cât mai curând după prelevare Numai la nevoie vor fi congelate, pentru perioadă limitată, la-70°C Atenție deosebită trebuie acordată probelor cu volum mic, cum sunt biopsiile prin ac, pentru a le feri de uscare: se expediază, prin curier special, în flaconul închis etanș împreună cu câteva picături din mediul de transport steril De la cadavru, pentru izolare de enterovirusuri, prelevă segmente de 5-7 cm din colonul descendent cu conținutul fecal reținut între duble legături Sângele poate fi prelevat pentru examen serologic sau virologic Viremia este prezentă în multe viroze, dar folosirea sângelui pentru diagnosticul virologic apare indicată numai într-un număr limitat de infecții: • faza acută a infecției cu virusul citomegalic la gazda normoreactivă; 161 • pneumonii cu virus citomegalic la pacienți cu transplant de măduvă osoasă sau în cadrul SIDA; • arboviroze manifestate ca boli febrile nediferențiate, meningoencefalite sau febre hemoragice; • infecția cu virusul choriomeningitei limfocitare Cât mai curând după debutul bolii, prelevă 2-4 mL de sânge heparinat de la pacienții suspecți de infecție cu virus citomegalic Izolarea arbovirusurilor se poate face atât din sângele prelevat pe anticoagulant, cât și din cheagul sanguin 8 2 5 Prelucrarea probelor Spălaturi nazale, faringiene sau bucale Examinează proba după agitare Dacă se observă particule (debriuri celulare etc ) sau mucus, procedează ca în cazul tampoanelor (vezi mai jos) Dacă apare omogenă, poate fi inoculată ca atare Tampoane Prelucrează identic tampoanele nazofaringiene, faringiene, conjuncti-vale, bucale, rectale sau din vezicule După descărcarea îngrijită a tamponului, transferă suspensia într-un tub de centrifugă cu capac înșurubat, care conține câteva perle sterile din sticlă cu diametrul de 4-5 mm Agită bine cca 30 secunde, manual sau pe agitator Vbrtex, pentru dispersia particulelor în suspensie Centrifughează 30 minute la 3 000 xg și 4°C Aspiră supernatantul cu atenție pentru a nu mișca perlele, care pot tulbura sedimentul Folosește supernatantul pentru izolarea de virus Fecale într-un tub de centrifugă cu volumul de 25-30 mL, care conține 20-30 perle din sticlă, pune cu spatula cca 1 g de fecale și adaugă soluție Hanks cu antibiotice pentru a asigura următoarele concentrații finale: penicilină lOOOU/mL, streptomicină 1000 pg/mL (sau gentamicină 200 pg/mL) și nistatină 100 U/mL (sau amfotericină В 20 pg/mL) - vezi Cap 39 înșurubează capacul și agită bine tubul, apoi centrifughează cum este descris pentru prelevatele pe tampoane înainte de inocularea în culturile celulare, supernatantul trebuie menținut 30-60 minute la 40°C Aspiratul nazofaringian Procedează ca pentru tampoane Sputa Decantează proba într-un tub de centrifugă cu volumul de 25-30 mL, care conține 20-30 perle din sticlă Adaugă un volum egal din mediul de transport cu antibiotice (vezi Cap 39) înșurubează capacul, agită bine tubul, apoi centrifughează cum este precizat pentru tampoane Raclatul conjunctival sau din vezicule Procedează ca pentru spălaturile de pe mucoase Saliva Adaugă 0,1 mL din diluția 1/10 a fiecărei soluții stoc de antibiotic (vezi Cap 39) per ml probă Agită, centrifughează (ca pentru spălături de pe mucoase) și menține supernatantul 30-60 minute la 4°C înainte de inocularea în culturi de celule Urina ca atare poate fi toxică pentru culturile celulare; trebuie neutralizată la pH 7,0 cu soluție 0,1 N fie de NaOH, fie de HC1, după caz Adaugă antibiotice în proporția menționată pentru salivă și menține amestecul 30-60 minute la 4°C înainte de inoculare Fluidul vezicular nu necesită un tratament special când este prelevat aseptic prin puncție și aspirație Tampoanele din vezicule se prelucrează ca și restul tampoanelor 162 Lichidul cefalo-rahidian și exsudatele din seroase pot fi utilizate ca atare Dacă există suspiciunea de contaminare, trebuie tratate cu antibiotice Probele biopsice sau necropsice Procedează după cum urmează: 1) Cântărește proba în cutie Petri sterilă 2) Măsoară o cantitate din mediul de transport cu antibiotice, suficientă pentru a realiza suspensia 20% (g/v) a țesutului E g , 8 mL mediu pentru 2 g țesut 3) Mărunțește proba în fragmente mai mici de 2 mm folosind pensă, bisturiu și foarfece sterile 4) Transferă proba astfel mărunțită într-un mojar steril care conține o cantitate de nisip spălat (vezi Cap 42), este răcit la 4°C și menținut pe baie cu granule din gheață hidrică 5) Mojarează adăugând progresiv mediul de transport Inițial obții o pastă de țesut, care se omogenizează treptat cu restul diluantului 6) Transferă, cu o pipetă, suspensia într-un tub de centrifugă cu capac înșurubat Centrifughează 30 minute la 1000 xg și 4°C Decantează atent supematantul pentru inoculare Piesele tisulare mici sau țesuturile moi (creier, ficat) pot fi omogenizate în tubul Griffith ’ Dacă se intenționează cocultivarea cu diferite culturi de celule, pentru a spori sensibilitatea izolării, țesutul mărunțit, fără omogenizare, este suspensionat în mediul de cultură și trebuie să ajungă în cel mai scurt timp la laboratorul de referință Sângele Probele pentru examenul serologic sunt tratate conform precizărilor din Cap 25 Pentru izolarea arbovirusurilor inoculăm probe de ser sanguin Virusul citomegalic poate fi izolat din leucocite Pentru aceasta, aspiră în seringa cu 2-4 mL sânge heparinat suficientă soluție 6% dextran pentru a asigura 1 mL pentru fiecare 2 mL de sânge Incubează seringa, cu pistonul în jos, 30-60 minute la 37°C în final, folosind un ac de 21 G, exprimă într-un tub de centrifugă stratul superior, bogat în leucocite Sedimentează elementele figurate sanguine prin centrifugare 20 minute la cca 300 xg Spală celulele de două ori cu tampon fosfat salin și folosește suspensia celulară spălată pentru izolarea virusului Notă Trimite laboratorului de referință, după caz, suficient produs patologic ca atare sau prelucrat pentru că, în principiu: • o parte din probă este examinată, iar • altă parte, amestecată cu un volum egal din soluția 70% de sorbitol, este congelată la -70°C pentru cazurile când se impune reizolarea de virus 163 PARTEA I BIBLIOGRAFIE SELECTIVĂ BAISDEN, C R (1985): The Office practice laboratory, Aspen Systems Corporation, Rockville BALȘ, M G (1982): Laboratorul clinic în infecții, Editura Medicală, București BILBIE, V , N , POSZGI (editori) (1984): Bacteriologic Medicală, voi 1, Editura Medicală, București BU1UC D (2003): Microbiologie Medicală, ediția 6-a, Editura „Gr T Popa"', Iași C D C -N I H (1984): Biosafety in microbiological andbiochemical laboratories, U S Department of Health and Human Services, Center for Diseases Control, National Institutes of Health, Washington D C COLLINS, C H„ P M LYNE, J M GRANGE (1995): Collinns and Lyne's Microbiological Methods, 7-th edn, Butterworth-Heineman, London, U K EDBERG, S C (1981): Methods of quantitative microbiological analyses that support the diagnosis, treat-ment, and prognosis oh human infections C R C Criticai Rev Microbiol FIELDS, B N (1996): Virology, 3-rd edn, Raven Press FRENEY, J„ E RENAUD, W HANSEN, C BOLLET (2000): Precis de Bacteriologic Clinique, Ed ESKA Paris HENRY, J B„ G A„ THREATTE (editors) (2001): Clinical Diagnosis and Managment by Laboratory Methods, 20-th edn, W B Saunders Со , Philadelphia LELAND, D S , (1996): Clinical Virology, W B Saunders, Philadelphia LENNETTE, E H , E T„ LENNETTE (1995): Diagnostic Procedures for Viral, Rickettsial and Chlamydial Infections, 7-th edn, American Public Health Association, Washington D C MILES, A A , S S M1SRA (1938): The estimation of bactericidal power of the blood J Hyg Ccimb , 38:72 MIMS, C A , J H L PLAYFA1R, I M„ RO1TT et al (1993): Medical Microbiology, Mosby Europe Limited, London MURRAY, P R„ E J BARON, J H , JORGENSEN et al (2003): Manual of Clinical Microbiology, 8-th edn, A S M Press, Washington D C NOE, D A (1985): The Logic of Laboratory Medicine Urban and Schwartzenberg, Baltimore RUSSEL, A D (1996): Activity ofbiocides against mycobacteria J Apll Bacteriol Symp SuppL 81:87S RUSSEL A D„ W B HUGO, G A J AYLIFFE (1992): Principles and Practice of Disinfection, Preserva-tion and Sterilization, 3-rd edn, Blackwell Science, Oxford, U K RUTALA, W A (1995): Chemical Germicides in Health Care, Polyscience, Morin Heights, PQ, Canada STORES E J„ G L RIDGWAY, M W D WREN (1993): Clinical Microbiology, 7-th edn Edward Arnold London, U K TOPLEY & WILSON’S Microbiology and Microbial Infections (2005): 10-th edn, Hodder Arnold, London, U K WARFORD, A L„ K A REKRUT, R A LEVY et al (1984): Sucrose phosphate glutamate for combines transport of chlamydial and viral specimens Am J Clin Pathol 81:762 W1NN, W Jr„ S ALLEN, W JANDA et al (2005): Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6-th edn, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia 164 Partea а П-а INVESTIGAREA ETIOLOGICĂ A PRINCIPALELOR SINDROAME INFECȚIOASE 9 9 HEMOCULTURA ÎN DIAGNOSTICUL INFECȚIEI (DUMITRU BUIUC) 9 1 INTRODUCERE 9 2 CONSIDERAȚII ETIOPATOGENETICE ȘI CLINICE 9 3 EFECTUAREA HEMOCULTURILOR 9 3 1 Indicații 9 3 2 Materiale necesare 9 3 3 Mediile pentru hemocultura 9 3 4 Condiționarea mediilor 9 3 5 Prelevarea sângelui 9 3 5 1 Momentul prelevării 9 3 5 2 Numărul și volumul prelevărilor 9 3 5 3 Zone depuncție 9 3 5 4 Prelevarea și transportul hemoculturilor 9 3 5 5 Criterii de calitate a hemoculturilor 9 4 INCUBAREA ȘI URMĂRIREA HEMOCULTURILOR 9 4 1 Incubarea 9 4 2 Urmărirea Examenul macroscopic Microscopia Subcultivarea hemoculturilor: • cu creștere evidentă • tară creștere evidentă 9 4 3 Interpretarea rezultatelor Diferențierea contaminanților Argumentele microbiologului Argumentele clinicianului 9 4 4 Comunicarea rezultatelor 9 5 EXAMENUL MICROBIOLOGIC ÎN CONDIȚII BACTER1EMICE PARTICULARE 9 5 1 Bacteriemiile de cateter Metoda cantitativă Metode semicantitative • Izolarea semicantitativă • Microscopia semicantitativă 9 5 2 Hemoculturi cantitative 9 5 3 Hemocultura în leptospiroză 9 5 5 Hemocultura în brucelozâ 9 5 6 Hemocultura în fungemii 9 5 7 Hemocultura în infecții sistemice cu micobacterii condiționat patogene 9 5 8 Hemocultura prin metoda lizei cu centrifugare 9 5 9 Hemocultura prin metoda lizei cu filtrare 165 9 1 INTRODUCERE Hemocultura, însămânțarea și incubarea unei probe de sânge, într-un mediu de cultură adecvat, urmărește izolarea și identificarea bacteriilor sau fungilor antrenați de curentul circulator în anumite condiții patologice Prin aceasta hemocultura devine o importantă metodă de diagnostic, care poate orienta sau reorienta terapia antimicrobiană a unor boli infecțioase grave 9 2 CONSIDERAȚII ETIO-PATOGENETICE ȘI CLINICE Sângele omului normal este steril, iar sistemul circulator are importante capacități de eliminare a microorganismelor De aceea numărul unităților formatoare de colonii în cursul bacteriemiilor, fiingemiilor și septicemiilor rămâne, cu unele excepții, în general redus Bacteriemia este prezența în sânge a bacteriilor provenite dintr-un focar septic sau de pe o mucoasă lezată Frecvent starea bacteriemică este lipsită de expresie clinică sau se însoțește numai de frison și febră la care se pot adăuga simptome și semne proprii condiției care a determinat descărcarea bacteriemică • Bacteriemii ocazionalei - Pot fi tranzitorii și spontan rezolutive când sunt ocazionate de extracții dentare și alte intervenții stomatologice, un cateterism uretral, o bronhoscopie, intervenții chirurgicale pe mucoase normal colonizate sau pe focare septice tisulare, urinare, ginecologice Majoritatea sunt determinate de microorganisme din microbiota indigenă - Pot evolua grav când apar după perfuzia unor soluții contaminate, când sunt determinate prin colonizarea unor inserții vasculare (e g , catetere ș a ) sau când apar la consumatorii de droguri pe cale intravenoasă Au urmări grave când sunt determinate, prin translocare intestinală, de bacili gram-negativi cu un anumit potențial patogen la nou-născuți și sugari înainte de constituirea miocrobiocenozelor climax intestinale cu bariera lor anaerobă (e g , bacteriemii cu Escherichia coli Kl, cu Salmonella} sau la pacienți leucemici ori imunosupresați (e g , bacteriemii cu Pseudomonas aeruginosa) • Bacteriemii intermitente însoțesc evoluția celor mai variate focare de infecție: nefrite interstițiale, colecistite și angiocolecistite, enterocolite, alveolite pulmonare, meningite, peritonite, osteomielite, artrite, flegmoane și abcese, infecții ale plăgilor, arsurilor sau escarelor GRANDSEN și colab (1996) au stabilit, prin analiză statistică, șapte factori de risc pentrubacteriemii cxxPseudomonas aeruginosa: neutropenia, terapia citotoxică sau cu corticosteroizi, sexul masculin, infecția nosocomială, mai ales în servicii de terapie intensivă, terapie antibacteriană în antecedente, focarul de infecție Focare de infecție și intervenții cu mare risc generator de asemenea bacteriemii sunt: infecțiile căilor urinare, cateterisme și intervenții urologice, iar cu risc redus sunt: focarele de infecție osoase, articulare, meningiene, ale căilor respiratorii superioare și ale tractusului genital feminin Intermitență sistematizată au bacteriemiile din unele boli infecțioase ciclice ca febrele recurente, febra de Wolhynia 166 • Bacteriemii continue apar în evoluția unor boli infecțioase ciclice ca febrele enterice, leptospiroze ș a ; în infecții endovasculare cum sunt endocarditele subacute, anevrisme infectate, tromboflebite Apariția unor metastaze septice amplifică procesul bacteriemie amorsat de focarul infecțios inițial: Septicemia este termenul clinic prin care individualizăm o bacteriemie importantă cu evoluție clinică neregulată, imprevizibilă și gravă, acompaniată de frisoane, febră neregulată, toxemie, hipotensiune, prostrație, erupții cutanate polimorfe și variate metastaze septice tisulare sau viscerale Gravitatea sindromului septicemie lasă pe al doilea plan simptomatologia focarului infecțios primar, care trebuie însă întotdeauna căutat Această diferențiere bacteriemie versus septicemie rămâne didactică, este artificială Bacteriemiile și fungemiile adulților evoluează, în general, cu un număr redus de microorganisme circulante, apreciat de diferiți autori între 1 și 30 UFC/mL sânge La nou-născuți, sugari și copilul mic concentrația depășește frecvent 100 UFC/mL în general, între gravitatea condiției clinice, a prognosticului și concentrația bacteriilor din sânge există o relație direct proporțională Microoranismele izolate cu semnificație clinică din hemoculturi, în ordinea aproximativă a frecvenței actuale, sunt: Staphylococcus aureus Escherichia coli Klebsiella spp Pseudomonas aeruginosa Enterobacter spp Serratia spp Proteus spp Streptococi a și P-hemolitici Pneumococi Enterococi Haemophilus influenzae Neisseria meningitidis Anaerobi: Bacteroides fragilis (grup) Fusobacterium spp Peptococcus niger - Clostridium perfringens Propionibacterium spp Veillonella spp Salmonella spp Stafilococi coagulazo-negativi Corynebacterium spp Listeria monocytogenes Leptospira Brucella spp Fungi: Candida spp Cryptococcus neoformans Histoplasma capsulatum Aspergillus spp Până la 10% din bacteriemii pot fi polibacteriene Există diferențe între spectrul etiologic al bacteriemiilor legate de vârsta pacienților (predominanța bacililor gram-negativi facultativ anaerobi intestinali la nou-născuți și sugari), reactivitatea imună (variate organisme oportuniste, inclusiv stafilococi coagulazo-negativi, la gazda imuno-compromisă), poarta de intrare sau focarul infecțios (frecvențabacteriilor anaerobe după intervenții chirurgicale pe colon; a streptococilor viridans și enterococilor în endocarditele bacteriene subacute; a stafilococilor coagulazo-negativi la pacienții cu proteze valvulare cardiace sau cu inserții intravenoase) 167 Reținem, cu importanță pentru practica hemoculturii: • gravitatea condiției septicemice, de unde urgența unor hemoculturi; • prezența frecvent intermitentă a bacteriilor în sânge, de unde necesitatea hemoculturilor repetate; • concentrația în general redusă a bacteriilor în sânge, de unde necesitatea însămânțării unor volume mai mari de sânge și prelungirii timpului de incubare; • prezența a numeroși factori antimicrobieni în sânge, de unde necesitatea neutralizării prin diluare sau/și chimice a acestora; • varietatea microorganimelor implicate, de unde necesitatea unor medii de cultură și condiții de incubare care satisfac o gamă largă de exigențe; • controlul contaminării probelor prin puncție și aspirație transtegumentară sau manopera însămânțării, de unde necesitatea antiseptizării speciale, un anumit mod de însămânțare și anumite criterii pentru diferențierea bacteriilor de contaminare de cele cu semnificație clinică 9 3 EFECTUAREA HEMOCULTURILOR 9 3 1 Indicații Hemoculturile sunt indicate la următoarele categorii de pacienți: 1) cu sindrom septicemie; 2) nou-născuți, sugari, gazde imunocompromise la orice vârstă, inclusiv drogații pe cale intravenoasă, cu semne clinice sugestive, chiar minime: 3) cu endocardită infecțioasă; 4) cu sindrom sugestiv pentru infecție sistemică cu patogeni specifici (febră enterică, bruceloză, leptospiroză etc ); 5) cu sindroame febrile fără cauză precizată; 6) cu infecții bacteriemice polietiologice (alveolite pulmonare, meningite, peritonite, pielonefrite acute, infecții puerperale, angio-colecistite, infecții ale plăgilor și arsurilor); 7) cu stări febrile după intervenții chirurgicale pe intestin, focare infecțioase cronice, cateterism venos prelungit, dializă peritoneală 9 3 2 Materiale necesare Multe hemoculturi fiind urgențe, truse cu materialele precizate mai jos trebuie să fie permanent la dispoziția serviciilor în care sunt internați pacienți cu condiții bacteriemice: 1) Seringă sterilă de 20 mL de unică folosință (corespunzător mai mica pentru copii) Seringa poate fi înlocuită avantajos cu un set de transfer (tub cu ace la ambele capete) pentru că permite însămânțarea direct în mediul de cultură, ceea ce minimizează riscul contaminării Este operant când mediile de cultură sunt condiționate în flacoane cu prevacuum 168 Ace cu calibrul 19 G sau 21 G 2) Bucată de mușama 40/40 cm 3) Săpun lichid, alcool iodat 2% și eter (precauție) Alcoolul iodat 2% este bactericid în două minute îl preferăm soluției de betadină germicidă abia în 30 de minute 4) Pense sterile 5) Tampoane sterile din tifon 5/5 cm 6) Garou 7) Flacoane sau tuburi cu medii adecvate de cultură (vezi mai jos) preîncălzite la 37°C 8) Mască sterilă și spirtieră, dacă sunt folosite flacoane sau tuburi cărora trebuie să li se scoată dopul pentru însămânțare 9 3 3 Mediile pentru hemocultură Pentru hemoculturi sunt indicate medii cu mare valoare nutritivă: bulion infuzie cord-creier, bulion tripticază-soia, bulion Columbia sau bulion Brucella Cultivarea și a bacteriilor anaerobe necesită bulion Columbia cu 0,01-0,05% cisteină sau bulion cu tioglicolat Izolarea bacteriilor cu perete defectiv impune folosirea unui bulion hiperton (osmotic protector) cu 6% sorbitol sau 10% zaharoză Adăugarea la mediul pentru hemocultură de „liquoid” (sodium polyanethyl sul-phonate) în concentrație finală de 0,025—0,050% are un dublu avantaj: • efect anticoagulant, prin care evită formarea cheagului roșu de sânge în care pot fi mascate colonii bacteriene; • completează efectul diluției pentru neutralizarea fagocitelor, a complementului și a unor antibiotice ca aminoglicozidele și polimixinele „Liquoidul” este anticoagulantul cu cele mai restrânse efecte inhibitoare antibacteriene: limitate numai la meningococi, gonococi, Streptobacillus moniliformis și Gardnerella vaginalis Utilizarea altor anticoagulante (citrat, oxalat, EDTA) este formal contraindicată pentru efectul lor inhibitor Rășini anionice (antimicrobial removal device) pot adsorbi până la 100 pg de antibiotic, cu excepția moxalactamei și imipenemului, dar sunt avantajoase numai pentru izolarea stafilococilor de la pacienți sub tratament antimicrobian 9 3 4 Condiționarea mediilor: flacoanele pentru hemocultură Sunt indicate flacoanele speciale cu membrană de cauciuc sau plastic fixată cu capac înșurubat, care permit însămânțarea fără îndepărtarea capacului Volumul de mediu per flacon este de 50-100 mL pentru prelevarea sângelui de la adulți și de 20-50 mL pentru prelevarea de la copii Cea mai eficace și eficientă economie este folosirea mediilor comercializate cu certificat de garanție (sterilitate și calități nutritive) 169 9 3 5 Prelevarea sângelui 9 3 5 1 Momentul prelevărilor: • Prelevările trebuie făcute înaintea tratamentului antimicrobian Oricât de gravă ar fi o septicemie, acest tratament poate fi temporizat 1,5-3 ore pentru prelevarea corectă a hemoculturilor • în bolile care evoluează sistematic cu fază bacteriemică (alveolite pulmonare, febre enterice, leptospiroză, bruceloză), procentul hemoculturilor pozitive crește cu cât acestea sunt practicate mai aproape de debutul bolii • în bolile cu bacteriemii continue (e g , endocardite infecțioase), prelevarea nu este legată de un moment anume în cursul zilei • în bolile cu bacteriemii intermitente, sistematizate (e g , febră de Wolhynia etc ) sau nesistematizate (e g , supurații, pielonefrite ș a ), fiecare descărcare bacteriemică se însoțește de frisoane și este urmată de un croșet febril Hemoculturile trebuie recoltate conform evoluțieipredictive a curbei febrile sau/și în momentul când bolnavul semnalează apariția frisoanelor 9 3 5 2 Numărul și volumul prelevărilor: • Majoritatea bacteriemiilor sunt intermitente în aceste condiții o singură prelevare asigură izolarea bacteriei din sânge cu o sensibilitate de numai 0 8 Trei prelevări intermitente în 24 ore cresc sensibilitatea izolării aproape de 1,0 Rar sunt necesare mai multe prelevări în urgențe ritmul prelevărilor poate fi la intervale de 30-60 minute • în bolile cu descărcare bacteriemică continuă (e g , endocardite infecțioase) sunt suficiente două prelevări în 24 ore Pentru adult sunt necesari 20-30 mL sânge per prelevare La nou-născuți, sugari și copii mici, concentrația realizată de bacteri în sânge fiind semnificativ mai mare, sunt suficienți 1-3 mL sânge per prelevare 9 3 5 3 Zone de puncție Electiv', venele de la plică cotului sau, la nou-născuți și sugari, venele jugulare Alternativ: venele antebrațului inferior sau dorsale ale mâinii în endocarditele cu focar septic pe valvulele mitrale sau aortice, puncția arterială poate ameliora sensibilitatea hemoculturii Puncția la nivelul pliului inghinal impune decontaminare foarte atentă din cauza microbiotei indigene de cca 1 000 de ori mai numeroasă decât la nivelul brațelor și antebrațelor Este indicat ca acele 2-3 prelevări necesare să fie făcute din vene diferite (vezi mai jos) 9 3 5 4 Prelevarea și transportul hemoculturilor 1) Lucrează la adăpost de curenți de aer și poartă mască dacă însămânțarea impune scoaterea dopului flacoanelor cu mediu 2) Plasează pacientul în decubitus dorsal cu bucata de mușama sub cot, în zona de puncție, pentru a preveni pătarea lenjeriei de pat cu soluțiile decontaminante 3) Decontaminează-ți mâinile prin spălare îngrijită cu apă și săpun, urmată de uscare cu prosop curat 170 Aplică garoul la cca 10 cm proximal de zona puncției și strânge-1 pentru a aprecia, prin palpare, dimensiunea și elasticitatea venei de puncționat Simpla inspecție vizuală frecvent nu depistează vene profunde excelente pentru puncție La nevoie, venele sunt evidențiate mai bine dacă pacientul strânge și relaxează de câteva ori pumnul Nu masa și nu flagela antebrațul 5) Dă drumul la garou 6) Antiseptizează-ți degetele cu alcool iodat 2% 7) Decontaminează larg, concentric, zona de puncție, întâi prin spălare cu apă și săpun lichid, apoi prin badijonare cu alcool iodat 2% După cca 1 minut badijonează zona, tot concentric, cu un tampon înmuiat în eter (precauții) pentru a îndepărta iodul și a lăsa tegumentul cât mai uscat Puncția și aspirația sîngelui prin tegument umezit, chiar cu antiseptic, expune proba contaminării cu bacterii rezidente în porozitățile epidemiei (stafilococi coagulazo-negativi, Propionibacterium spp , bacili difterimorfi) 8) Antiseptizează membrana de cauciuc a flacoanelor cu mediu de cultură, eventual contaminată după scoaterea capacului protector 9) Ajutorul reaplică garoul 10) Fixează tegumentul deasupra punctului de puncție prin tensionare pe braț cu degetele mâinii libere și, cu seringa poziționată în axul venei, în unghi de cca 30° cu tegumentul și acul cubizoul în sus, puncționeazăpielea și vena subjacentă printr-o mișcare moderat de bruscă O cedare ușoară este uzual resimțită la pătrunderea acului în venă, înaintează pentru a plasa în venă bizoul cu o parte din ac 11) Exercită o ușoară presiune negativă prin retragerea pistonului Sângele trebuie să pătrundă liber în seringă sau în tubul setului de transfer Când scurgerea este neregulată, rotește ușor seringa pentru a repoziționa bizoul în venă Sângele nu mai curge când vârful acului perforează vena și pătmnde în țesut Retrage puțin acul pentru a obține sânge din nou 12) Când sângele începe să curgă în seringă sau prin setul de transfer, dă drumul la garou pentru a preveni formarea unui hematom 13) Volumul necesar de sânge odată recoltat, retrage acul din venă și presează imediat punctul de puncție cu tampon steril Pacientul sau ajutorul continuă compresia până la hemostaza completă 14) Prin perforarea membranei de cauciuc a flacoanelor repartizează imediat sângele recoltat în 2 flacoane cu mediu de cultură (respectiv pentru incubare aerobă și anaerobă) Dacă folosești pentru prelevare un set de transfer, ceea ce este de dorit pentru că permite însămânțarea direct în flaconul cu mediul de cultură, cînd sângele a înaintat suficient în tubul de legătură, perforează membrana flaconului menținut sub nivelul punctului de puncție în eventualitatea că prima tentativă de prelevare eșuează, folosește pentru veni-punctură alt ac sau alt set de transfer 15) Agită blând flaconul pentru omogenizarea sîngelui în masa mediului 16) Asigură, în cel mai scurt timp, transportul flacoanelor fiecărei hemoculturi la laborator Când hemocultura nu poate fi făcută la patul bolnavului, folosește pentru prelevarea probei un tub cu 1 mL soluție 0,25-0,5% „liquoid” ca anticoagulant și expediază imediat proba la laborator pentru însămânțare 171 9 3 5 5 Criterii de calitate a hemoculturilor (1) Prelevarea înaintea terapiei antimicrobiene sau, dacă nu este posibil, înaintea dozei subsecvente de antibiotic Precizarea antibioticului utilizat (2) Funcționarea altei vene la fiecare hemocultură (3) Evitarea prelevărilor prin cateter intravascular (4) Expedierea imediată la laborator sau, dacă nu este posibil, incubarea flacoanelor la 37°C până în momentul expedierii (5) Izolarea aceleiași bacterii în mai multe flacoane în cererea de analiză vor fi specificate: diagnosticul clinic, ora recoltării; în caz de tratament antimicrobian, antibioticul și ora ultimei administrări înainte de prelevare; dacă prelevarea a fost făcută în cursul frisonului sau puseului febril 9 4 INCUBAREA ȘI URMĂRIREA HEMOCULTURILOR 9 4 1 Incubarea La primirea în laborator, 1-2 din flacoanele hemoculturii trebuie aerist(e) prin perforarea membranei (dezinfectate) cu un ac protejat cu filtru de vată, pentru incubarea aerobă Acul poate fi retras când presiunea din flacon se egalizează cu presiunea atmosferică Incubarea în atmosferă cu 5-10% CO7 este de dorit și devine obligatorie pentru izolarea brucelor Flacoanele comercializate pentru hemoculturi conțin CO2 Unul din flacoane rămâne neaerisit pentru incubarea anaerobă Incubează flacoanele cu hemoculturi la 37°C și examinează-le macroscopic sau radiometric, microscopic și prin subcultivări timp de 7 zile Se impune incubare mai prelungită a hemoculturilor de la pacienți cu endocardită subacută, a celor prelevate sub antibioticoterapie (până la 14 zile) sau când urmărim microorganisme cu exigențe particulare (vezi mai jos) 9 4 2 Urmărirea hemoculturilor Examinează macroscopic, de două ori pe zi în primele 3 zile, apoi zilnic, supema-tantul prin transparență, iar stratul de hematii în lumină reflectată în absența creșterii, stratul de hematii apare roșu, nemodificat, acoperit cu bulionul galben și limpede Semne ale creșterii sunt: • apariția de colonii sau a unui depozit floconos pe stratul de hematii; • tulburare uniformă sau limitată la suprafața mediului, uneori cu peliculă; • hemoliza; • coagularea mediului; • bule de gaz Unele bacterii pot crește în stratul de hematii fără să modifice supematantul (e g , meningococi, Haemophilus influenzae, pneumococi, unele pseudomonade, Bacteroi-des, Fusobacterium), iar pneumococii suferă uneori autoliză precoce După incubare prelungită pot să apară false semne de creștere: tulburare sterilă a mediului cauzată de modificarea sângelui, prezența „liquoidului”, a agarului 172 Sunt comercializate sisteme semiautomate sau automate computerizate pentru detecția rapidă a bacteriilor în hemoculturi Principiile pe care se bazează aceste sisteme sunt în esență: • detecția directă a producerii COQ, fie prin prelevare seriată de eșantioane de gaz din flaconul de cultură ca în sistemul BACTEC (Becton Dickinson Instruments Systems, Sparks, USA), fie prin forțarea fluidului de cultură (sub presiunea CO2 degajat) să treacă într-un compartiment semnal de unde poate fi examinat microscopic și subcultivat ca în Oxoid Signal System (Unipath, Basingstoke, Hampshire, England), fie prin difuziunea CO2 printr-o membrană semipermeabilă în compartimentul semnal unde acidifică și schimbă culoarea detectorului de la verde la galben ca în sistemul BacT/Alert (Organon Teknika Corp Durham, NC, USA); • detecția producerii de CO„ a variațiilor de pH sau Eh prin extincția fluorescentei unui indicator ca în sistemul Vital (bio-Merieux, Магсу-ГЕЮіІе, France); • creșterea pe suprafețele de agar ale unor medii difazice, ca în Septi-Chek (Roche Diagnostic Systems, Rutherford, NJ, USA) ș a ; • detecția electronică a turbidității bulionului Microscopia Deschide și manipulează flacoanele strict aseptic Efectuează și examinează frotiuri colorate Gram Subcultivarea Sunt posibile două situații: Hemoculturi cu creștere evidentă în raport cu flaconul în care a apărut creșterea, epuizează o ansă pe agar-sânge șocolat pentru incubare aerobă sau cu agar-sânge pentru anaerobi Epuizarea îngrijită pe o jumătate de placă este necesară pentru că 10-15% din hemoculturi sunt polimicrobiene Funcție și de rezultatul bacterioscopiei, putem recurge la: • Teste de identificare în cultura primară - Pentru diplococi sau streptococi: sensibilitatea la optochin, la bacitracină, testul cu bilă-esculină, toleranța la sare - Pentru stafilococi: testul coagulazei Când cocii gram-pozitivi apar fără așezare cracteristică, testul catalazei poate orienta diagnosticul: pozitiv la stafilococi, negativ la streptococi - Pentru bacilii gram-negativi: oxidaza, însămânțarea pe mediile politope TSI și MIU/MILF, utilizarea cifratului • Antibiogramă directă, nestandardizată, aduce rezultate utile în interval de 6-8 ore și are reproductibilitate bună în raport cu antibiograma pe subcultura standardizată, însămânțează plăcile cu un tampon înmuiat în hemocultură pozitivată (vezi Cap 23) Confirmarea rezultatelor preliminare prin testarea subculturilor pure este obligatorie Având în vedere posibilitatea bacteriemiilor polimicrobiene, aceste testări trebuie făcute pentru mai multe colonii Hemoculturi fără creștere evidentă Zilnic epuizează câte o ansă pe o placă cu agar-sânge șocolat pentru incubare aerobă și agar-sânge pentru anaerobi Controlul final: la sfârșitul perioadei de observație, din hemocultură omogenizată prin agitare, însămânțează câteva picături în tub cu bulion tioglicolat și urmărește 3 zile o eventuală creștere la 37°C 173 9 4 3 Interpretarea rezultatelor Diferențierea contaminanților Chiar în condiții ideale de decontaminare a tegumentului puncționat și de asepsie, 3-5% din hemoculturi sunt contaminate cu bacterii din microbiota tegumentului Acest procent crește când măsurile de decontaminare a tegumentului sunt dificile: e g , sugari, pacienți cu dermatoze Incidența în creștere a bacteriemiilor cu bacterii condiționat patogene din microbiota tegumentului la pacienți imunocompromiși obligă la o evaluare atentă a semnificației clinice a izolatelor din specii condiționat patogene ca: stafilococi coagulazo-negativi, Propionibacterium spp , altepseudomonade decât P aeruginosa etc Argumente de competența microbiologului: • Izolarea aceleiași bacterii (specie, antibiovar etc ) în mai multe flacoane ale unui set de hemocultura, dar mai ales în hemoculturi repetate din vene diferite, indică semnificație clinică • Izolarea de bacterii diferite din flacoanele hemoculturilor de la același pacient indică o contaminare • Hemocultura cantitativă argumentează mai convingător semnificația clinică a izolatelor condiționat sau accidental patogene și este indicată când decontaminarea tegumentului pentru puncție este dificilă Necesită prelevarea sângelui pe „liquoid” însămânțarea, strict aseptică, în plăci cu agar-sânge șocolat pentru incubare aerobă și agar-sânge pentru anaerobi Plăcile însămânțate trebuie urmărite 7 zile Pragul semnificației clinice este de cel puțin 10 colonii de stafilococi coagulazo-negativi sau cel puțin 3 colonii de bacili gram-negativi ori streptococi per placă însămânțată cu 0,5 mL sânge • Prezența unor structuri bacteriene implicate în patogenia bacteriemiilor de cateter: e g , glicocalixul stafilococilor coagulazo-negativi • Argumentarea bacteriemiei polimicrobiene se bazează pe izolarea a cel puțin două microorganisme din aceeași hemocultură, de cel puțin două ori în 24 ore Argumente de competența clinicianului • Vârsta și statusul imuno-reactiv al pacientului • Particularități ale focarului septic primar • Prezența sindromului umoral inflamator La pacienți imunocompromiși, la cei cu proteze valvulare cardiace sau cu inserții vasculare sunt cunoscute bacteriemiile cu stafilococi coagulazo-negativi sau Propionibacterium spp Bacteriemiile polimicrobiene sunt mai frecvente la copii, mai ales când există anomalii ale barierelor antimicrobiene, la pacienții cu peritonite secundare, infecții ale căilor urinare, operații pe cord deschis, infecții ale plăgilor și arsurilor Sintetizând competențele pentru atestarea semnificației izolatelor cu virulență redusă din hemoculturi, HIRAKATA și colab (1996) au propus un scor al semnificației clinice, de la 1 la 9 puncte, care însumează un punctaj de bază (tabelul 9-1) și un punctaj adițional 174 Tabelul 9-1 Punctajul de bază pentru calcularea scorului de semnificație clinică a izolatelor din hemoculturi (HIRAKATA și colab , 1996) Numărul flacoanelor cu hemoculturi (pozitive/total) Punctajul de bază 4/4, 3/3, 2/2 3 1/2, 2/3, 2/4 2 1/3 1 Punctajul adițional include: 1) același microorganism crescut și din alt situs de puncție venoasă; 2) simptomatologie clinică sugestivă pentru sepsis; 3) prezența factorilor de risc iatrogen cum sunt: cateter intravenos, terapie imunosupresivă; 4) semne de inflamație, cel puțin două din: febră peste 38°C, leucocitoză, creșterea vitezei de sedimentare a hematiilor și concentrației serice a proteinei C reactive; 5) starea generală alterată, cel puțin una din următoarele: scăderea tensiunii arteriale, scăderea fluxului urinar, scăderea plachetelor sanguine, creșterea fîbrinogenului sau produșilor de degradare a fibrinei ; Izolatele virulente (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus spp , Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides spp sau alți anaerobi și Candida albicans) dau scoruri maxime Scorurile izolatelor cu virulență redusă (stafilococi coagulazo-negativi, enterococi, bacili gram-negativi nefermentativi alții decât Pseudomonas aeruginosa) se extind de la 1 la 9 puncte, adică de la semnificația de contaminant spre semnificația clinică reală Absența creșterii poate fi urmarea absenței bacteriilor în proba examinată, sensibilității insuficiente a metodei ori prelevării probelor sub antibioticoterapie Activitatea antibacteriană a hemoculturilor poate fi obiectivată prin rondele din hârtie de filtru impregnate cu 0,02 mL din bulionul hemoculturii și depuse, câte o pereche, pe suprafața unei plăci cu agar Mueller-Hinton cu spori de Bacillus subtilis ATCC 6633 (vezi Cap 24) Folosirea de cilindri din oțel inoxidabil cu diametrul de 6~8 mm permite depunerea unui volum mai mare de bulion (0,1 mL) După 8 ore de incubare la 37°C, o zonă de inhibiție a creșterii în jurul depozitului de bulion testat indică activitate antibacteriană în hemocultură, proporțională cu diametrul acestei zone 9 4 4 Comunicarea rezultatelor Rezultatele hemoculturii trebuie comunicate etapizat, factual și, numai când este cazul, dublate cu o notă interpretativă Telefonic, comunicăm categoria microscopică a izolatelor imediat după obținerea lor: e g , „Coci gram-pozitivi sau bacili gram-negativi în curs de identificare” Buletinul de analiză va consemna etapă cu etapă: categoria microscopică, identitatea probabilă și antibiograma (pe baza testării primoculturii) și rezultatele finale bazate pe testări standardizate ale subculturilor pure Absența creșterii după perioada de observație trebuie consemnată ca atare „Nici o creștere după zile de incubare” și nu „Hemocultură negativă” 175 Toate izolatele trebuie comunicate Clinicianul este cel care stabilește în final semnificația lor Dar microbiologul poate interveni cu interpretări argumentate, de competența sa, privind probabilitatea contaminării (legătura/eeribacĂ' laborator clinică) 9 5 EXAMENUL MICROBIOLOGIC ÎN CONDIȚII BACTERIEMICE PARTICULARE 9 5 1 Bacteriemiile de cateter Infecția de cateter (inflamație locală, bacteriemie) este un risc al cateterizărilor intravenoase prelungite (perfuzii, dializă extrarenală etc ) Inserțiile transcutană și intravenoasă (i v ) ale cateterelor sunt frecvent colonizate cu microorganisme din microbiota epidemiei fără invadarea curentului sanguin Riscul inflamației și bacteriemiei apare când numărul organismelor de colonizare depășește IO3 UFC/inserție i v Pentru controlul acestui risc și diagnosticul rapid al bacteriemiei consecutive au fost propuse metode cantitative și semicantitative de examinare a cateterelor Prelevarea și examinarea probelor Considerăm următoarele situații: caracterul venos central retras din venă, cateterul venos central menținut în venă și cateterul venos periferic (1) Cateterul venos central este retras din venă - Antiseptizeaza locul de inserție a cateterului prin badijonare, folosind consecutiv un tampon steril cu betadină, apoi unul cu alcool Evită umezirea excesivă a tegumentului cu antiseptic Așteaptă uscarea spontană a tegumentului și scoate cateterul, fără a-1 atinge de tampon Astfel este evitată contaminarea cateterului cu urme de antiseptic, care pot determina un rezultat fals negativ - Imediat după retragerea din venă, secționează și trimite laboratorului partea proximală cu o lungime de 4-6 cm cu tot cu vârf - Introdu fiecare segment de cateter în câte un recipient steril Probele trebuie să ajungă în laborator în cel mai scurt timp, înaintea deshidratării sângelui (indicator de calitate a probei) Dacă exigența examinării imediate nu poate fi respectată, segmentele de cateter trebuie introduse aseptic în câte un tub cu bulion nutritiv, care urmează a fi incubat la 37°C până în momentul expedierii către laborator Când este suspicionată bacteriemia de cateter, în afara segmentelor de cateter, vor fi prelevate și două hemoculturi una prin cateter, cealaltă prin puncționarea unei vene periferice Indicatorii de calitate sunt cei ai hemoculturii Alt criteriu important de calitate este evitarea uscării cateterului, prin examinarea imediată sau însămânțarea extemporanee în bulion nutritiv Cererea de analiză trebuie să cuprindă următoarele mențiuni: - prezența sau nu a reacției locale la locul de inserție (e g , congestie, exsudat purulent); 176 — condiții generale ale pacientului: febra, leucograma, VSH, concentrația proteinei C reactive - suspiciunea de bacteriemie sau sepsis, ori solicitare ca examen de rutină; — tratamentul antimicrobian, eventual Metoda cantitativă înfige un ac steril în extremitatea proximală a inserției i v a cateterului și agit-o de cca 3 ori într-un volum cunoscut de bulion tripticază-soia Mai eficace este omogenizarea timp de un minut pe agitator Vortex Efectuează diluții decimale în același mediu de cultură și epuizează câte 0,1 mL din fiecare diluție, ca și bulionul nediluat, pe câte o placă cu agar sânge Incubează 24-48 ore la 37°C Numără coloniile dezvoltate și, ținând cont de diluție și volumul însămânțat, calculează numărul UFC/ inserție Interpretare: prezența a peste 103 UFC/inserție atenționează asupra iminenței inflamației și bacteriemiei, care devin efective la peste 104 UFC/inserție Metodele semicantitative sunt ușor accesibile oricărui laborator • Microscopia semicantitativă Depune inserția i v a cateterului (cca 1 cm lungime) într-o picătură de soluție salină izotonă pe suprafața unei lame de microscop Acoperă cu a doua lamă și rulează insistent inserția între cele două lame Separă lamele, usucă-le și le fixează prin căldură, apoi colorează-le Gram și respectiv cu albastru de metilen Examinează la microscop cu mărire mică (X 100), apoi cu imersia (X 1 000) Interpretare: în raport cu numărul polimorfonuclearelor și microorganismelor observate, calculează scorul de pozitivare după sistemul propus de Cooper și Hopkins — tabelul 9-2 Tabelul 9 2 Punctajul pentru calcularea scorului microscopic* de pozitivitate pentru inserția i v a cateterelor (după Cooper și Hopkins) Scor PMN Microorganisme ' + 1 1-10/lamă 3-L0/lamă + 2 - 1/20 câmpuri - 1/20 câmpuri + 3 > 1/ 5 câmpuri ~ 1/5 câmpuri + 4 > 1/câmp * Examinare cu mările de 1 000 X • Izolarea semicantitativă Cu o pensă sterilă, rulează, în zig-zag, inserția i v a cateterului pe întreaga suprafață a unei plăci cu agar-sânge Incubează 24-48 ore la 37°C și numără coloniile dezvoltate Interpretare: Prezența a 15 colonii se corelează cu bacteriemia Inserția i v a cateterului are în lumen și pe suprafață 1-1,5 mg apă Rezultă că 15 colonii corespund la cca 15 000 UFC/inserție Corelația este mai puternică dacă se ridică pragul semnificativ la 100 colonii per placă Considerând semnificativ pragul de 50 UFC/inserție i v de 2 cm lungime, COMAN și colab (1994) au găsit pentru pragul + 1 al microscopiei semnificative o sensibilitate de 0,83 (fig 9-1 și 9-2) 177 Fig 9-1 Amprenta inserției intravenoase a cateterului de Ia un sugar cu flebită septică și stare septicemică: aspecte microscopice (A) la mărire de 200 X; (B) la mărire de 1000 X (prin amabilitatea prof dr Gabriela Coman) Fig 9-2 Cultură semiconfluentă după însămânțarea semicantitativă a inserției i v a cateterului de la un copil cu septicemie (prin amabilitatea prof dr Gabriela Coman) 178 Rezultatele foarte bune dau testările pentru prezența glicocalixului pe suprafața inserției i v a cateterului sau capacitatea izolatelor (bacterii gram pozitive, gram-nega-tive sau levuri) de a produce glicocalix - vezi Cap 40 (2) Cateterul este menținut în venă Efectuăm în tuburi sterile, două hemoculturi cantitative (vezi hemocultura cantitativă) comparative: una prin cateter, cealaltă din vena periferică (distal de cateter) Respectă toate precauțiile de antisepsie și asepsie impuse de prelevarea hemoculturii După omogenizarea sângelui, prelevăm din fiecare tub lOOpL sânge diluat și epuizăm aceste volume pe câte o placă cu geloză sânge Incubăm 24-48 ore la 37°C Interpretarea rezultatelor Izolarea unui număr de cel puțin 5 ori mai mare de colonii din proba prelevată prin cateter decât cea prelevată din vena periferică semnifică septicemia de cateter (3) Catetere venoase periferice Procedează ca în cazul cateterelor venoase centrale retrase din venă Practici greșite • Uscarea cateterului prin temporizarea examenului citobacteriologic Pentru a preveni erorile generate în asemenea situații, este indicată efectuarea extemporaneu a frotiului și însămânțării • Prelevarea din cateterele centrale (arteriale sau venoase) numai a vârfului Trebuie prelevată și examinată și inserția intravasculară adiacentă celei cutanate, pentru că de la inserția epidermică începe colonizarea cateterului 9 5 2 Hemoculturi cantitative în general, persistența hemoculturilor pozitive indică eșecul tratamentului anti-microbian și necesitatea reorientării acestuia într-o serie de condiții (e g , bacteriemii la pacienți cu SIDA, febră tifoidă) bacteriemia dispare mai lent în asemenea situații hemoculturi cantitative (revezi 9 4 3 ) seriate argumentează eficiența tratamentului când concentrația bacteriilor din sânge scade constant 9 5 3 Hemocultura în leptospiroză Principiu' Șansa izolării leptospirelor crește dacă • repetăm zilnic hemoculturile în primele 6 zile de boală, • neutralizăm, prin diluții succesive ale probei, inhibitorii natural prezenți în sânge, mai ales după a 4-a zi de boală • utilizăm pentru fiecare hemocultură două medii diferite sau, cel puțin, același mediu din două loturi diferite Necesar Un tub cu 10 mL și 3 tuburi cu câte 3 ml mediu de cultură convenabil leptospirelor Procedura' însămânțează 0,5 mL sânge în tubul cu 10 mL mediu de cultură și omogenizează conținutul Transvazează 0,3 mL din acest tub în primul tub cu 3 mL mediu și procedează, în continuare, la fel pentru a dilua succesiv proba până în ultimul tub al seriei 179 Dacă hemocultura nu poate fi practicată la capul bolnavului, recoltează sângele pe anticoagulant (heparină sau oxalat de sodiu, niciodată pe citrat de sodiu, care este inhibitor) și efectuează însămânțările în interval de maximum 1-2 ore Incubează tuburile la 28-30°C și urmărește creșterea până la 5 săptămâni prin microscopie pe fond negru repetată la intervale de 5 zile Cel mai precoce leptospirele pot fi observate în a 3-a zi de incubare a hemoculturii 9 5 4 Hemocultura în bruceloză Este indicată însămânțarea sângelui în flacoane cu mediu difazic: bulion și pantă de agar preparate pe bază de digestie tripsică de cazeină, digestie pepsică de țesuturi animale și autolizat de levură (vezi Cap 39) Flacoanele însămânțate sunt incubate 4-6 săptămâni la 37°C în atmosferă cu 5-10% CO2 Creșterea o urmărim prin subcultivări oarbe: bisăptămânal inundăm, prin înclinarea flacoanelor, panta de agar, după care le reincubăm în poziție verticală Repicările pentru identificare le facem din primocultura apărută pe panta de agar 9 5 5 Hemocultura în fungemii Este de asemenea indicată folosirea flacoanelor cu mediu difazic în funcție de exigențele fungilor suspectați Incubarea o facem 30 de zile la 30°C cu subcultivări oarbe pe panta de agar după 48 ore de la însămânțare, apoi săptămânal Mai sensibilă, pentru izolarea fungilor, este metoda hemoculturii cu liză-centrifugare sau liză-filtrare (vezi mai jos) 9 5 6 Hemocultura în infecțiile sistemice cu micobacterii condiționat patogene Este solicitată mai ales la pacienții cu SIDA Uzual folosim metoda lizei cu centrifugare 9 5 7 Hemoculturi prin metoda lizei cu centrifugare Indicații' In special pentru depistarea fungemiilor, mai ales cu fungi dimorfi, a infecțiilor cu micobacterii la pacienții cu SIDA Principiu: Sângele, prelevat în tuburi cu „liquoid”, polietilenglicol și saponină, este lizat, iar microorganismele sunt concentrate prin centrifugare Necesar, tuburi cu reactivi necesari - sunt livrate și comercial Procedura: Prelevă 10 mL sânge în tuburi pentru hemoliză Cât mai repede după prelevare, centrifughează, însămânțează sedimentul și incubează culturile în condiții adecvate pentru microorganismele urmărite: • Pentru micobacterii însămânțează tuburi cu mediul Lowenstein-Jensen Incubează culturile 3 luni la 37°C cu urmărire săptămânală a creșterii pe frotiuri colorate fluorescent cu auramină sau, uzual, Ziehl-Neelsen 180 • Pentru fungi însămânțează câte o placă cu agar-sânge șocolat, agar tripticază-soia cu sânge, agar Sabouraud și agar infuzie cord-creier cu sânge Incubează primele două plăci 3 zile la 37°C, apoi 18 zile la 30°C, iar ultimele două 4 săptămâni ]a 30°C cu examinare zilnică în prima săptămână, apoi bisăptămânal Rata contaminărilor accidentale în această metodă laborioasă poate fi controlată printr-o bună tehnică aseptică în incintă pentru siguranță microbiologică de clasă II 9 5 8 Hemocultură prin metoda lizei cu filtrare Sângele lizat, imediat după prelevare, este filtrat prin membrană de acetat de nitroceluloză în final membrana filtrantă este spălată și tăiată în mai multe părți, care sunt depuse, cu fața în sus, pe plăci cu medii agarizate pentru incubare în variate condiții Deși mai laborioasă și cu riscuri de contaminare mai mari decât hemocultură prin liză-centrifugare, metoda prin liză-filtrare are o serie de avantaje: • crește rata izolărilor la pacienți sub terapie antimicrobiană pentru că, o dată cu concentrarea microorganismelor, elimină și chimioterapicul din probă; • creșterea izolatelor sub formă de colonii 10 EXAMENUL LICHIDULUI CEFALO-RAHIDIAN ÎN DIAGNOSTICUL INFECȚIILOR SISTEMULUI NERVOS CENTRAL (DUMITRU BUIUC) 10 1 INTRODUCERE 10 2 CONSIDERAȚII ANATOMOCLINICE ȘI 10 4 3 Citologia calitativă 10 4 4 Bacterioscopia ETIOPATOGENICE 10 3 PRELEVAREA ȘI TRANSPORTUL PROBELOR 10 4 EXAMENUL PROBELOR 10 4 1 Examenul macroscopic 10 4 2 Citologia cantitativă 10 4 5 Alte metode rapide pentru depistarea microorganismelor în lichidul cefalorahidian 10 4 6 Cultivarea 10 4 7 Antibiogramă 10 4 8 Comunicarea rezultatelor 10 1 INTRODUCERE Examenul lichidului cefalo-rahidian în infecțiile sistemului nervos central este o urgență din cel puțin două motive: • mortalitatea mare și sechelele grave care apar în lipsa tratamentului adecvat și precoce; • terapia antimicrobiană indicată și posibilă în cele mai multe dintre infecțiile grave de la acest nivel Lichidul cefalo-rahidian (LCR) normal este un fluid steril, incolor și clar; conține cel mult 3 celule nucleate/mm3 (de regulă limfocite), 50-70 mg glucoză/dL, 15^-0 mg proteine/dL și 680-730 mg cloruri/dL La bolnavii cu meningite, infecții ale șanțurilor pentru controlul hidrocefaliei, encefalite, poliomielite, putem urmări în LCR: 1) Microbul infectant (după caz, bacterie, fung, protozoar, virus) 2) Antigene ale microbului infectant 3) Consecințe ale metabolismului microbian și metaboliți microbieni: hipoglico-rahie, hiperlactacidorahie, apariția alcoolului etilic, a acizilor grași volatili etc 4) Modificări care reflectă inflamația: pleiocitoză cu o anume formulă leucocitară, hiperproteinorahie 5) Apariția unor anticorpi ' 6) Modificări care reflectă perturbări hidroelectrolitice în circulația sistemică pe fondul hiperproteinorahiei: hipoclorurorahia 10 2 CONSIDERAȚII ANATOMO-CLINICE ȘI ETIO-PATOGENETICE Emisferele cerebrale, cerebelul, puntea și bulbul rahidian sunt cuprinse într-o cutie osoasă complet inextensibilă din momentul închiderii fontanelelor la sugar Tot așa, măduva spinării este înconjurată de canalul vertebral, iar rădăcinile nervoase spinale traversează găurile intervertebrale, toate formațiuni osoase inextensibile 182 întregul sistem nervos central (SNC) este învelit de meninge, care are trei foițe: una externă fibroasă, dura mater, și două interne, mai fragile, arahnoida și pia mater Arahnoida dublează dura mater, iar pia mater acoperă intim toate formațiunile anatomice ale SNC între arahnoida și pia mater este delimitat spațiul subarahnoidian, un sistem areolar de lacune intercomunicante realizate prin trabecule conjunctive formate ca expansiuni ale arahnoidei ' Lichidul cefalo-rahidian apare, în proporție de 60-70%, ca secreție a plexurilor coroide din ventriculii cerebrali și, în proporție de 30-40%, prin difuzie libeză din țesutul nervos Format în ventriculii cerebrali, LCR trece în spațiul subarahnoidian prin trei foramene ale ventriculului IV Resorbția LCR prin vilii și granulațiile arahnoidiene este în echilibru cu secreția Rolul fiziologic al LCR este de protecție biomecanică (amortizare și menținere a formelor anatomice proprii SNC, țesut cu consistență semifluidă) și biodinamică (eliminarea surplusului de lichid interstițial, menținerea homeostaziei mediului în care funcționează neuronii) Barierele hematomeningee și hematoencefalică reduc accesul agenților infecțioși, al metaboliților toxici, dar și al chimioterapicelor către LCR și țesutul nervos Defecte congenitale, cicatrizarea unor leziuni inflamatorii ș a strangulează circulația dintre ventriculii cerebrali și spațiul subarahnoidian și determină hidrocefalie, condiție corectată chirurgical prin șunturi care evită strictura Infecțiile SNC pot evolua ca: 1) Meningite purulente cauzate cel mai frecvent de bacterii; ocazional de protozoare Afectează frecvent țesutul nervos subjacent și ventriculii cerebrali 2) Meningite cu lichid clar și evoluție acută*, sunt determinate mai frecvent de virusuri (meningite aseptice), uneori de leptospire Ocazional au variate alte cauze (chimice, fizice, alergice, neoplazii, focare supurativeparameningiale) Când evoluează cronic, este posibilă etiologia tuberculoasă, sifilitică sau fungică Dificile probleme de diagnostic pun meningitele bacteriene „decapitate”, prin tratament antimicrobian incomplet, care pot evolua cu lichid clar 3) Encefalitele, inflamați! ale creierului, mai frecvent sunt virale, dar pot să apară și prin mecanism infecto-alergic Uzual li se asociază și meningita 4) Poliomielitele sunt inflamați! ale țesutului nervos, care evoluează cu distrugerea selectivă a neuronilor motori (spinali, bulbari etc ) Cel mai frecvent sunt virale 5) Supurațiile (abcese cerebrale, subdurale sau epidurale) au un tablou clinic complex în care semnelor neurologice focale (cele mai frecvente) li se asociază semne de iritație meningială ș a De altfel la acești pacienți puncția pentru prelevarea LCR este formal contraindicată din cauza hipertensiunii intracraniene Când se obțin totuși probe, profilul modificărilor citologice și biochimice din LCR este nespecific Examenul microbiologic al puroiului din aceste abcese este prezentat în Cap 11, iar examenul probelor biopsice pentru diagnosticul infecțiilor fungice intracerebrale se conduce după indicațiile din Cap 38 Infectarea SNC se poate produce: • Hematogen, în cursul unor bacteriemii (mai ales când se depășesc 10 UFC/mL sânge) sau viremii cu variate porți de intrare La rândul rău, meningele infectat devine focar bacteriemic 183 • Din nazofaringe prin tecile limfatice olfactive (meningococ, pneumococ, Haemophilus influenzae) • Prin contiguitate, din focare infecțioase juxtameningiene (otomastoidită, sinuzite, propagarea rino-cerebralâ a infecțiilor cu zigomicete, Aspergillus spp ) • Din exterior (conduct auditiv extern, tegumente, nazofaringe) după fracturi craniene (meningite traumatice cu cel mai variat spectru etiologic), puncții rahidiene sau intervenții chirurgicale pe nevrax (meningite iatrogene, eventual cu tulpini bacteriene de spital) și la pacienți cu anomalii congenitale (meningocel ș a ) De aceea examenul microbiologic al sângelui și al prelevatelor de la variatele porți de intrare ale infecției sunt examene complementare în diagnosticul etiologic al infecțiilor meningoencefalice • Consecutiv colonizării cu bacterii din miocrobiota cutanată, mai ales Staphy-lococcus epidermidis, a șunturilor pentru controlul hidrocefaliei • Rar pe cale intraneurală (e g , virusul rabic prin nervii senzitivi periferici, ocazional virusul Herpes simplex prin rădăcinile nervului trigemen ori ale nervilor sacrați) Bacteriile izolate din LCR, în ordinea frecvenței, sunt prezentate în tabelul 10-1 Tabelul 10-1 Meningite bacteriene și fungice Ordinea descrescătoare aproximativă a etiologiilor apreciată în funcție de condiția pacienților A) Nou-născut și sugarul până la două luni: Enterobacteriaceae (E, coli ș a ) Streptococcus agalactiae Staphylococcus aureus Pneumococi Haemophilus influenzae tip b Bacilul piocianic Listeria monocytogenes B) Copil Neisseria meningitidis Pneumococi H influenzae tip b]} Mycobacterium tuberculosis2j Leplospira C) Adult Pneumococi N meningitidis S aureus Bacili gram-negativi Anaerobi nesporulați3) M tuberculosis 2) L monocytogenes4) Lepto spira Cryptococcus neoformans4' Candida albicans4- Stafilococi coagulazo-negativi>} Streptococi viridans?) 0 Rară după vârsta de 5 ani ^ Frecvență în creștere 5) La pacienți cu focare infecțioase otice sau sinuzaîe ■° La pacienți imunodeprimați 5î Meningite iatrogene 184 Meningitele fungice (Cryptococcus neoformans, Candida albicans) sunt rare și apar la gazda imunocompromisă Meningitele bacteriene și fungice tratate antimicrobian precoce și corect se vindecă Dau o mortalitate mare dacă nu sunt tratate și lasă sechele grave dacă tratamentul este tardiv sau incorect Meningitele virale sunt relativ frecvente Deși cele mai multe nu beneficiază încă de tratament antiviral, în majoritatea lor evoluează benign Grave, frecvent letale, sunt meningitele amibiene determinate de Naegleriafowleri sau Acantamoeba-Hartmanella Acestea sunt organisme termofile, care habitează bazinele de apă contaminate fecal Boala afectează copii și tineri după îmbăierea estivală în asemenea ape Forma infectantă sunt trofozoiții, care pătrund activ spre meninge prin tecile limfatice ale nervilor olfactivi Meningitele aseptice sunt mai frecvente la copii și determinate în cca 70% din cazuri de enteroviruuri (Coxsackie A7, A9, B2-B5, Echo serovarurile 4, 6, 9, 11,16, 30; rar poliovirus sau enterovirus 71) ca izbucniri epidemice estivo-autumnale îmbolnăvirile în sezonul de iarnă și primăvară sunt determinate mai frecvent de virusul urlian, rujeolic, varicela-zoster Rar sunt cauzate de virusul gripal, paramixovirusuri, adenovirusuri, citomegalovirus Meningoencefalita herpetică apare ocazional ca infecție a adultului sau nou-născuților Virusul choriomeningitei limfocitare infectează sporadic adulții după contact cu colonii de șoareci în România meningoencefalitele arbovirale sunt rare 10 3 PRELEVAREA ȘI TRANSPORTUL PROBELOR Prelevarea probelor de LCR este de competența exclusivă a specialiștilor infecționiști, neurologi sau neurochirurgi, care au apreciat indicația și oportunitatea puncției Se face prin rahicenteză, uzual lombară, sau puncție ventriculară în condiții strict aseptice pentru a asigura: • protecția pacientului contra infecției iatrogene; • securitatea microbiologică a probei față de contaminarea cu bacterii din microbiota cutanată Cantitatea de 5-10 mL LCR satisface necesitățile pentru examenele citologice, biochimice și microbiologice Fragmentarea probei, încă de la prelevare, în două tuburi de cetrifugă minimizează riscul contaminării pe parcursul prelucrărilor necesare diferitelor examene Utilizează tuburi conice cu capac înșurubat, sigur sterile și fără bacterii moarte de la utilizări anterioare Transportă proba, imediat și fără refrigerare, la laborator Temporizarea examinării distruge celulele și, asociată refrigerării, omoară meningococii Cel mai puternic influențate de intervalul prelevare-examinare sunt leucocitele polimorfonucleare: în interval de 1-2 ore după prelevare numărul lor scade cu 50 ± 12% și respectiv 68 ± 10% din valorile inițiale Numărul limfocitelor și macrofagelor este nesemnificativ alterat în interval de 3 ore după recoltare 185 10 4 EXAMINAREA PROBELOR DE LCR Când cantitatea probei de LCR primită în laborator apare insuficientă, prioritatea investigațiilor trebuie stabilită de comun acord cu medicul care a solicitat examinarea 10 4 1 Examenul macroscopic Observă: transparența, culoarea, fluiditatea Transparența Examinează proba, comparativ cu apa de robinet, în tuburi identice aplicate, sub bună iluminare, pe un text tipărit cu litere negre Urmărește claritatea literelor observate prin cele două tuburi Probele cu până la 100-150 celule/mm3 rămân transparente, ca apa de robinet O ușoară opalescență poate fi sesizată când proba conține cca 200 polimorfonucleare sau 400 limfocite ori 700-800 hematii/mm3 Aspectul tulbure semnifică o pleiocitoză de ordinul a 103/mm3, iar cel purulentă de ordinul a lOVmm3 Culoarea O apreciem în aceleași condiții de iluminare, dar pe un fond alb Lichidul cefalo-rahidian normal este incolor Proba obținută poate să apară: • Roșu opalescență în hemoragii meningiene prin boala de fond sau prin incident de puncție (hemoragie iatrogenă) Meningitele cu LCR hemoragie sunt rare: meningoencefalita cărbunoasă și, ocazional, meningita leptospirotică Originea sângerării este stabilită prin proba celor 3 tuburi Dacă la prelevare se observă scurgere de lichid san-guinolent, proba trebuie prelevată în 3 tuburi succesive Clarificarea LCR în tubul 2 sau 3 indică natura iatrogenă a hemoragiei • Roșu transparent, aspect „lacat”, în hemoragii meningiene mai vechi • Xantocrom (cu diferite nuanțe de galben) datorită methemoglobinei sau bilirubinei Pentru acuratețea examinării, este indicată repetarea citirii și după centrifugarea probei cu aprecierea culorii supematantului și sedimentului (e g , supematant incolor cu mic buton roșu de hematii) Fluiditatea Lichidul cefalo-rahidian normal și în majoritatea meningitelor este fluid ca apa Probele purulente sunt vâscoase Unele pot coagula sau prezintă numai văl de fibrină Vălul fibrinos apare, după intervale variabile, în apropierea pereților eprubetei și prin retractare poate lua forma unei pâlnii cu circumferința spre suprafața probei Intr-o probă cu lichid clar are predicție pozitivă de cca 0,9 pentru meningita tuberculoasă Rar apare în meningite neoplazice sau virale Este indicat ca, înainte de centrifugare, vălul să fie prelevat cu ansa și etalat cu grijă pe o lamă de microscop pentru baciloscopie 10 4 2 Examenul citologic cantitativ Citologia cantitativă este esențială pentru probele de LCR clare, opalescente, sau tulburi Se poate renunța la ea în cazul probelor purulente Agită bine proba dintr-un tub pentru omogenizare Prelevă aseptic cu pipeta Pas-teur o cantitate mică de lichid, suficientă pentru a umple camera de numărat Fuchs-Rosenthal (fig 10-1) 186 Fig 10-1 Numărarea celulelor din LCR în camera Fuchs-Rosenthal Sus stânga - umplerea camerei cu proba de LCR Umezește ușor profilele laterale ale lamei pentru a asigura aderența lamelei Lamela a aderat perfect dacă la acest nivel observi inelele de difracție Newton Dreapta - rețeaua de numărat are 16 mm2, ceea ce la adâncimea de 0,2 mm a profilului central al lamei dă volumul de 3,2 mm3 al camerei (practic 3 mm3) Examinează cu obiectiv 20X și ocular 5X Dacă pe un pătrat mare sunt cca 50 celule repartizate uniform, numără celulele de pe cele 4 pătrate mari ale diagonalei: numărul celulelor/mm3 va rezulta din suma celulelor de pe cele 4 pătrate mari înmulțită cu 4 și împărțită la 3 Dacă densitatea celulelor este mai mică, fa numărătoarea pe toate cele 16 pătrate mari ale camerei și împarte suma la 3 pentru a afla numărul celulelor/mm3 Stânga jos', detaliul unui pătrat mic Numără, pe rând, celulele de pe latura stângă, latura superioară, apoi restul suprafeței în zona laturilor numără numai celulele care intră cu mai mult de jumătate în aria pătratului Numărul leucocitelor în LCR crește variabil în funcție de natura și stadiul evolutiv al meningitei: ~ 104 celule nucleate/mm3 în meningitele acute bacteriene, 50-1 000/mm3 în meningitele virale, 50-500/mm3 în meningita tuberculoasă în meningite acute bacteriene la debut sau în cele „decapitate" prin terapie antimicrobiană oarbă, numărul celulelor din LCR poate fi redus în probele cu văl sau cheag fibrinos numărul celulelor trebuie considerat minimal din cauza absorbției celulelor pe cheagul de fibrină Prezența sângelui în probă, ca urmare a traumatismului punețional, falsifică numărul preexistent de leucocite și proteinorahia Eroarea poate fi semnificativă la diferențierea meningitelor cu lichid clar de absența reacției inflamatorii Corecția pentru leucocite La pacienții cu leucogramă normală scade din numărul de leucocite/mm3 LCR câte un leucocit pentru fiecare 1000 hematii/mm3 LCR La pacienții cu anemie sau leucocitoză utilizează formula dedusă prin regula de 3 simplă: L/mm3 sânge x H/mm3 LCR L/mm3 LCR H/mm3 sânge unde L = leucocite și H = hematii 187 10 4 3 Citologia calitativă Centrifughează tubul destinat examenului citologic 15 minute la 1 500 xg Reexaminează macroscopic supernatantul și sedimentul Decantează supematantul cu o pipetă Pasteur prevăzută cu propipetă și utilizează-1 pentru examenele biochimice Efectuează din sediment un preparat umed între lamă și lamelă și frotiuri colorate cu albastru de metilen sau, preferabil, Giemsa Din probele purulente frotiul este indicat a fi făcut direct, fără centrifugare Numără diferențiat polimorfonuclearele neutrofile, limfocitele și macrofagele pentru a stabili formula procentuală a reacției inflamatorii Circumstanțele clinico-epidemiologice, aspectul macroscopic, profilul citologic și biochimic al LCR (tabelul 10-2) orientează diagnosticul etiologic și investigațiile ulterioare (tabelul 10-3) 10 4 4 Bacterioscopia Bacterioscopia este cea mai accesibilă metodă rapidă pentru diagnosticul etiologic al meningitelor Deși prezența leucocitelor favorizează sedimentarea bacteriilor, multe bacterii nu sedimentează în intervalul de timp și accelerația indicate pentru examenul citologic De aceea, probele, în care reacția inflamatorie cu polimorfonucleare este minimă, trebuie concentrate prin centrifugare 10 minute la 10 000 xg sau cel puțin 30 minute la 1 500 xg în meningitele acute bacteriile realizează în LCR cel mai frecvent concentrații mai mari de 105 UFC/ml, situație în care centrifugarea unei probe până la 2 mL dă rezultate satisfăcătoare în meningitele cronice cu bacili acido-rezistenți sau în cele fungice sensibilitatea depistării crește cu volumul de LCR supus centrifugării și prin examinare de probe repetate Efectuează frotiurile numai pe lame noi pentru a avea siguranța că nu au bacterii restante de la examinări anterioare Din probele purulente, pentru un rezultat mai rapid, putem efectua un frotiu și înainte de centrifugare • Colorația Gram Examinarea atentă, timp de cca 10 minute, cu mărire de 1000 X depistează bacteriile din LCR cu sensibilitate variabială și specificitate satisfăcătoare Recolorarea prelungită la 2 minute cu fucsină favorizează depistarea unor bacterii ca Haemophilus influenzae și Fusobacterium spp , care fixează slab contracolorantul, mai ales safranina • Bacterioscopia pe frotiuri colorate cu albastru de metilen este frecvent mai sensibilă decât cea pe frotiuri colorate Gram • Colorațiile pentru bacili acido-rezistenți Sensibilitatea depistării bacililor acido-rezistenți crește pe frotiuri efectuate în straturi suprapuse Depune cu pipeta Pasteur o picătură din sedimentul probei de LCR fără etalare Usucă lama și depune o nouă picătură în același loc Repetă operația de 3^4 ori Frotiul trebuie scrutat cu atenție cca 15 minute Dacă laboratorul dispune de microscop pentru fluorescență, este indicată examinarea frotiurilor colorate cu auramină sau auramin-rodamină Sensibilitatea depistării bacililor acido-rezistenți variază în limite foarte largi, specificitatea este însă bună 188 тмш Profilul citologic și biochimic al LCR in meningite (adaptat după MARTON și GEAN, 1986) Testul Tipul de meningită Bacteriană Tuberculoasă Fungica Virală Leptospirotică Amibiană Leucocite/mm3 Tipul predominant de leucocite Sensibilitate Specificitate Sute-mii0 PMN segmentate 0 96 Foarte mică 25-100 Mononucleare PMN tinere 0,85 Foarte mică 100-500 Mononucleare 9 Insuficientă 5-1000 Mononucleare 35 mg/dL 9 Foarte mică Crescut: >35 mg/dL ? Foarte mică Normal: 35 mg/dL 9 9 Alcool etilic - - Prezent - Proteine4) Sensibilitate Specificitate Mult crescute: 100-500 mg/dL 0,96 Mică Crescute: 100-200 mg/dL 0,76-0,85 Foarte mică Crescute: 400 mg/dL 9 Insuficientă Ușor crescute: 15-100 mg/dL Insuficientă Variabil crescute: 40-300 mg/dL 9 ? Crescute 9 9 11 Uneori 60 000; la nou-născut și sugar D W Teele (citat de GRENIER și MARCHAND, 1983) acceptă diagnosticul de meningită bacteriană acută (chiar cu cultură sterilă) dacă sunt prezente peste 8 leucocite sau peste I PMN/mm3 LCR, 21 Raportul glicorahie/glicemie 105 UFC/g de țesut biopsie din plăgi traumatice Specia % din totalul izolatelor Staphylococcus aureus 40 Escherichia coli 16 Pseudomonas aeruginosa 12 Klebsiela-Enterobacter 8 Bacteroides spp 7 Staphylococcus epidermidis 6 Streptococi fi - hemolitici 5 Corynebacterium spp 3 Proteus spp Providencia spp î dominată și înlocuită de S aureus sau de bacili gram-negativi Invazia microbiană a țesutului viabil subjacent plăgii se face, pornind de la spațiul mort, în lungul septurilor fibroase și prin limfaticele adiacente nervilor și vaselor sanguine Proliferarea perivasculară a microorganismului invadant determină leziuni caracteristice de vascuiită și chiar invazia vaselor mici Vasele mari sunt protejate de invazia intraluminală cu bacteri i prin bariera formată de țesutul elastic și membranele bazale Acestor leziuni de vascuiită li se asociază tromboze septice responsabile de: • hemoragii interstițiale, • necroză în teritoriul tisular irigat de vasele trombozate, • diseminarea sanguină a infecției Dacă acumnularea unei bacterii în concentrații peste IO5 UFC/g de țesut semnifică infecția, depășirea cu numai 2 log]0 a acestui prag se însoțește cu diseminare septicemică Eradicarea microorganismelor din spațiul mort creat de traumatism este practic imposibilă fără intervenție chirurgicală Dacă aceasta întârzie, evoluția spre infecție nu poate fi evitată Eșantionajul din oră în oră al plăgilor după traumatism dilacerant a arătat că sunt suficiente 5,17 ore pentru ca bacteriile condiționat patogene să realizeze nivelul critic IO5 UFC/g de țesut Când colonizarea țesutului denudat se apropie de nivelul critic, înseși materialele de sutură scad de cca 1000 ori doza infectată în experimente pe șoareci a fost demonstrat că în prezența suturii doza de S aureus necesară pentru apariția puroiului scade de la 106 la 103UFC ’ ’ Patul tisular pregătit pentru grefa la pacienți cu arsuri, în ciuda aspectului „curat" a conținut în 34% din cazuri peste 105 UFC bacterii gram-negative/g La 30 pacienți cu peste IO5 UFC/g de țesut din acest pat au fost necesare 111 grefări repetate Din contră, 77 grefe au prins per primam la 81 pacienți cu sub 105 UFC/g de țesut din pat, de cele patru eșecuri fiind responsabil Streptococcus pyogenes • Plăgile traumatice sunt mai frecvent infectate de bacteriile prezentate în tabelul 11-1 Bacilii gram-negativi intestinali sunt frecvent implicați în infecțiile plăgilor din regiunea coapselor, feselor, abdomenului inferior în infecția plăgilor de război sunt larg implicate bacteriile anaerobe, inclusiv clostridiile Infecții cronice cu Nocardia ale plăgilor contaminate cu sol sunt frecvent eronat diagnosticate Micobacterioze 197 posttraumatice sunt cauzate de Mycobacterium fortuitum-chelonae (provenit din sol, de la animale inferioare, corpi străini, ace, seringi și medicamente injectabile contaminate), M marinum (provenit din apă de mare, de la pești) • Plăgile chirurgicale din zone normal contaminate se pot infecta cu bacterii din microbiota regiunii anatomice în care a avut loc intervenția chirurgicală (e g , colon) Frecvent infecția plăgilor operatorii se produce cu tulpini de spital S aureus, P aeruginosa, Klebsiella spp • Plăgile mușcate de animale sunt frecvent infectate cu Pasteurella multocida: mușcăturile de șobolan sunt particular infectate cu Spirillum minus sau cu Streptobacil-lus moniliformis^ iar mușcăturile de om sunt urmate de infecții mixte cu aerobi și anaerobi ai cavității bucale • In arsuri întâlnim frecvent stafîlococi, P aeruginosa, Klebsiella spp , Enterobacter spp , enterococi; mai rar Moraxella spp , Proteus spp , Escherichia coli, Providencia spp , Hafnia în ultimii ani sunt semnalate tot mai frecvent infecții ale arsurilor determinate de fungi: Candida spp , zigomicete, Aspergillus spp • Ulcerele cutanate cronice pot fî infectate de streptococi piogeni (grup A, G ș a ), streptococi anaerobi, S aureus, Nocardia spp , Mycobacterium spp , treponeme Investigarea etiologică a unui ulcer cutanat cronic presupune și examenele serologice pentru sifilis ' 11 2 3 Supurații ganglionare, ale setoaselor și parenchimelor Sunt frecvent urmarea propagării pe cale limfatică sau hematogenă a infecției din focare de la nivelul mucoaselor (uterină, faringiană, bronhopulmonară) sau tegumentelor (furuncule, celulite) Alteori aceste infecții apar prin soluții de continuitate între învelișurile organismului și cavitățile seroase (perforații intestinale etc ) • Adenite supurate pot fi determinate de streptococi piogeni, stafîlococi, bacterii intestinale, variați fungi La copii pot fi în cauză Mycobacterium tuberculosis sau alte micobacterii Buboane tributare porții de intrare a infecției apar în tularemie, pestă, limfogranulomatoza veneriană • Abcesele viscerale au variate etiologii Mai frecvent sunt implicate bacterii facultativ anaerobe sau anaerobe Ocazional pot fi determinate de Entamoeba histolytica (în special cu localizare hepatică) • Din puroiulpleural, bacteriile cel mai frecvent izolate sunt: Streptococcus pneumoniae Streptococcus pyogenes Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Enterobacteriaceae Fusobacterium spp Bacteroides spp Peptostreptococcus spp • în puroiul peritoneal predomină enterobacteriaceele asociate cu variate bacterii gram-pozitive și gram-negative anaerobe Diagnosticul de laborator al supurațiilor pelvine este tratat în Capitolul 16 în etiologia pleureziilor și peritonitelor poate fî implicat Mycobacterium tuberculosis 198 11 2 4 Supurațiile articulare • Artritele septice sunt monobacteriene și găsim implicați stafilococi, streptococi piogeni, neisserii patogene, Haemophilus influenzae9 bacili gram-negativi sau Mycobacterium tuberculosis • Osteomielite sunt determinate frecvent de stafilococi și de bacili gram-negativi în prezența leziunilor granulomatoase trebuie suspectată implicarea micobacteriilor sau fungilor (Sporothrix, Coccidioides, Blastomyces, Cryptococus) 11 2 5 Micetoamele Micetoamele sunt infecții cronice locale, progresiv distructive ale pielii, țesutului subcutanat, musculo-aponevrotic și osos determinate de fungi (eumicetoame) sau de actinomicete (actinomicetoame) care pătrund în țesuturi prin plăgi determinate de spini, așchii de lemn etc Clinic se manifestă ca tumefieri care conțin granuloame supurative cu multiple fistule prin care se scurge puroi cu granule micotice variate ca aspect Actinomicetoamele sunt determinate mai frecvent de Actinomyces spp și evoluează în regiunea cervico-facială (cca 60% din localizări), abdominală (cca 30%) sau toracică Eumicetoamele sunt localizate cu precădere la picioare și mâini, fiind determinate de ascomicete, ca Emericella, Petrielidium sau deuteromicete, ca Acremonium spp, Curvidaria spp , Fusarium spp , Madurella spp , Exophiala jeanselmei 11 3 PRELEVAREA ȘI TRANSPORTUL PROBELOR DE PUROI Față de varietatea supurațiilor, este imposibilă detalierea prelevării puroiului în fiecare condiție De aceea, după unele precizări de ordin general, vom detalia numai câteva situații 11 3 1 Precizări de ordin general Prelevarea probelor din supurații frecvent este unică și irepetabilă De aceea legătura medic-laborator trebuie să fie ireproșabilă sub raportul: planificării examenului, avertizării laboratorului, tehnicii de prelevare, ambalării, etichetării și expedierii imediate a probei în intervalul de maximum 1-2 ore Tampoanele sunt contraindicate pentru prelevarea puroiului ori de câte ori putem obține probe prin puncție-aspirație, chiuretaj sau biopsie Izolarea bacteriilor anaerobe de pe tampoanele uzuale este imposibilă^ Cu precauții speciale (e g , utilizarea pentru transport a unui mediu stabilizator non-nutritivfStuart, Amies ș a , a containerelor anaerobe), tampoane pot fi utilizate numai pentru prelevarea puroiului din colecții foarte mici Când este necesară, irigarea leziunilor se face cu soluții saline non-inhibitorii, cum este soluția Ringer lactozată Leziunile cronice sunt sărace în bacterii, de aceea se impun prelevate probe cu volum mai mare decât din leziunile acute ~ 199 Tampon cfe vata steril Puncție și aspirație Ut Elimină bulele de aer •i Obturează acul cu dop de cauciuc Unele bacterii anaerobe sunt omorâte după câteva secunde în contact cu oxigenul atmosferic; altele, ca Bacteroides, Clostridium perfringens, Peptostreptococcus, supraviețuiesc 30-90 minute în prezența a 2-8% oxigen, în lipsa „containerelor speciale pentru anaerobi, puroiul recoltat prin puncție cu seringa este transportat la laborator prin procedeul „seringă anaerobă" (fig 11-1), care asigură supraviețuirea anaerobilor cel puțin 30 de minute în laborator, "odată examenele preliminare și însă-mânțările făcute, restul probei, corect etichetat și închis ennetic, este refrigerat pentru eventualitatea necesității unor examene de laborator suplimentare 11 3 2 Prelevări din arsuri, plăgi și ulcere cutanate infectate 7 Fig 11-1 Prelevarea și transportul în „seringă anaerobă44 a probelor de puroi aspirate din colecții și cavități Arsuri și plăgi • Prelevări biopsice sunt indicate când conduita terapeutică impune cunoașterea concentrației bacteriene în țesuturile viabile afectate prin arsuri sau traumatism și extinderea leziunilor O arie fără escară este spălată cu soluție salină izotonă sterilă pentru îndepărtarea exsudatului stagnant sau a eventualilor agenți topici antimicrobieni Prelevarea se face cu perforatorul dermic de 4 mm Anestezia nu este necesară în cazul plăgilor Proba se expediază la laborator în tub închis ennetic pentru examinare imediată Prelevările intraoperatorii se fac, după debridarea și excizia țesutului devitalizat, din țesut viabil de la baza plăgii • Prelevarea cantitativă cu tamponul Alege o arie a plăgii lipsită de țesut necrotic și pregătește-o cum este precizat mai sus Umectează un tampon din vată hidrofilă cu soluție Ringer lactozată învârte vârful tamponului, timp de 5 secunde, pe o arie de 1 cm2 a plăgii, suficient de ferm pentru a determina o ușoară sângerare din țesutul subiacent Acesta dă garanția prelevării din țesut viabil Imersează tamponul într-un mL bulion tioglicolat și expediază-1 la laborator pentru examinarea imediată Deși intervalul de 95% confidență al prelevării cantitative pe tampon este în limita a 1,7 log]0 (ușor mai redus decât al tehnicii biopsice, care este în limita a 1,31 log|()), simplitatea și disconfortul redus pentru pacient o indică pentru monitorizarea pacienților arși, la care poate asigura prelevări bisăptămânale Eșantionajul corect de la nivelul denudărilor mari impune prelevări din mai multe puncte ale suprafeței lezate Plăgi mușcate După toaleta îngrijită a plăgii sunt indicate, în funcție de condițiile locale: puncția și aspirația din colecțiile purulente, puncție oblică, prin tegument normal, și aspirație din țesutul inflamat La pacienți suspectați de febră a mușcăturii de șobolan este utilă puncția-aspirație ganglionară 200 Ulcerele cutanate cronice Examinarea prelevărilor pe tampon este înșelătoare Sunt indicate biopsia sau produsul de chiuretaj după spălarea exsudatului stagnant de pe suprafața leziunii Rezultate bune dă aspirația lichidului interstițial de sub suprafața denudată făcută prin puncția oblică a tegumentului sănătos de la periferia ulcerului cu ac hipodermic adaptat la seringă etanșă 11 3 3 Prelevări din colecții purulente Din leziuni accesibile puncției (abcese superficiale, colecții din cavitățile seroase) puroiul trebuie aspirat cuburi, ac suficient de gros (pentru „a^evita puncția oarbă în cazul puroiului vâscos) adaptat la seringă etanșă Pentru eventualitatea depistării unui abces în intervenții pe organele toracice, abdominale sau pelvine, chirurgul trebuie să aibă la îndemână recipiente sterile pentru colectarea și expedierea puroiului De câte ori se excizează peretele abcesului (membrana piogenă), câteva fragmente trebuie expediate pentru examenul microbiologic 11 3 4 Prelevări din fistule Fistulele pot drena puroiul din colecțiile musculo-scheletale, subcutanate sau ganglionare Rar tamponul prelevat de la orificiul fistulei depistează adevăratul microb care a determmăFs^^ spălarea și antiseptizarea îngrijită a teguincnlulu i urmată de chiuretarea cât măi profundă a traiectului fistulos cu expedierea imediată la ІаЬЪгаШГа/ргаІизиІш obținut/’’ " ~~ 11 4 EXAMENUL DE LABORATOR AL PUROIULUI 11 4 1 Examenul macroscopic Este posibil numai pentru probele de puroi prelevate în seringă sau recipiente Urmărim: mirosul, culoarea, consistența, omogenitatea sau prezența granulelor Culoarea puroiului variază de la galben la roșu brun Aspectul roșu se datorează prezenței sângelui sau hemoglobinei Puroiul din abcesele hepatice amibiene este brun închis sau galben-brun Cel din plăgile și arsurile infectate cu bacii piocianic este albastru-verzui Puroiul verzui sugerează o infecție pneumococică Consistența Puroiul cremos, bine legat este sugestiv pentru infecții stafilococice, cel fluid pentru infg^îîstfeptococice, iaFceTcazeos pentru irifecțîaTuberculoasă Puroiul poate ajunge la laborator coagulat în infecțiile stafilococice sau în cazul probelor hemoragice Puroiul micetoamelor este fluid și conține granule caracteristice, colonii tisulare ale micetului sau actinomicetului infectant Pentru observarea granulelor examinează proba de puroi, cu ochiul liber și cu lupa, în baie de soluție salină izotonă, într-o cutie Petri așezată pe fond negru Tabelul 11-2 descrie caracterele granulelor din puroiul micetoamelor în funcție de agentul etiologic Tifonul tampoanelor de acoperire a fistulelor unui micetom trebuie examinat cu atenție pentru că poate reține granule din puroiul drenat 201 ТаШ П-2 Principalele caractere ale granulelor din puroiul micetoamelor (adaptare după PADHYE și AJELLO, 1980) Agentul etiologic11 Formă Dimensiunea (mm) Culoarea Consistență Material de “cimentare” Actinomicetoame Actinomyces spp Sferică/Lobată 0,2-5,0 Galbenă/Albă Fermă Absent Actinomadura madurae Lobată/Ovală/Serpiginoasă 10-5,0 Galbenă/Albă/Roșiatică Moale Absent A pelletieri Neregulat sferică, fin dendritică 0,3-0,5 Roșu închis Moale Absent Nocardia asteroides N brasiliensis Lobată/Măciucată 0,025-0,150 Galbenă/Albă Moale Absent Streptomyces soinaliensis Rotundă/Ovală 1,0-2,0 Galbenă/Brună Fermă Absent Eumicetoame Petrellidium boydii Sferică/Lobată 0,5-1,0 Albă Moale-fermă Absent Ovală/Lobată/Reniformă 0,3-0,6 Neagră Moale-fermă Prezent periferic M mycetomiitis Variabilă’fflultilobata 0,5-5 0 Roșu-brun/Neagră Fermă'dură Prezent omogen Acreinoniunifidcifonne Sferică/Lobată 0 2-0,5 Albă/Galben deschis Moale Absent Aspergillus iiididans Ovală/Lobată 1,0-2,0 Albă Moale Absent 11 Agenți etiologici semnalați în România în nocardioze granulele sunt rare sau lipsesc, mai frecvent apar în eumicetoame Mirosul Puroiul fluid, cenușiu-murdar, cu miros fetid, sugerează o supurație cauzată de bacterii anaerobe sau de o infecție mixtă cu bacterii facultativ anaerobe 11 4 2 Microscopia 11 4 2 1 Pregătirea probelor Vom considera pe rând: probele biopsice, probele uzuale de puroi, probele prelevate pe tampon și puroiul din micetoame • Probele biopsice pentru examenul cantitativ - Cântărește recipientul de transport cu proba - Transferă proba într-un tub Griffith pentru omogenizare și cântărește recipientul de transport iară probă Diferența dintre cele două valori dă greutatea probei - Omogenizează proba adăugând bulion tioglicolat în proporție de 1 mL/g de țesut Aceasta este suspensia mamă - Etalează pe o lamă de microscop, într-o arie cu diametrul de 15 mm, 0,01 mL din suspensia mamă de țesut - Usucă frotiul 15 minute pe platina încălzită la 75°C Degresează, înainte de colorare, ffotiurile din probe care conțin țesut subcutanat Pentru aceasta acoperă frotiul cu xilol de 2 ori câte 30 de secunde • Probele biopsice pentru examene calitative uzuale Examinează sub lupă sau stereomicroscop, cu mărire de 30X, probe biopsice mari pentru a repera eventuale microabcese Disecă cu foarfece și pensă sterile fragmentele suspecte Majorează fragmente mărunțite pentru examenul bacteriologic • Probele de puroi uzuale Imediat după primirea probei, efectuează cu ansa un frotiu subțire și uniform Colorează Gram și examinează La cererea clinicianului ori în funcție de aspectul puroîuîmTeîectuează și un frotiu pentru colorare Ziehl-Neelsen sau un preparat umed între lamă și lamelă montat în soluție salină izotonă • Probeleprelevatepe tampon Adsorbția celulelor inflamatorii și a microorganismelor pe fibra de vată denaturează rezultatele daca efectuarea frotiului este temporizată Pe o larnă^demricfoscop sterilizată prin flambare și răcită, efectuează extemporaneif frotiul prin rularea ușoară, fără apăsare, a tamponului pentru a obține un frotiu subțire și uniform în centrul lamei Dacă leziunea supurativă este de mici dimensiuni, utilizează un tampon umectat în prealabil cu soluție salină izotonă Fixează frotiul prin căldură și expediază-1, împreună cu tamponul, la laborator pentru examinare Pentru bacterioscopia cantitativă a exsudatului din plăgi sau arsuri prelevat pe tampon, limitează etalarea frotiului la o arie cu diametrul de 15 mm • Puroiul din micetoame Prelevă cu ansa sau cu o pipetă Pasteur granule observate în baia cu soluție salină izotonă (vezi mai sus) Efectuează cu unul din granule un preparat umed montat în soluție 10% KOH Zdrobește alt granul între două lame de microscop dispuse în cruce Separă lamele, usucă și fixează prin căldură ffotiurile astfel obținute Colorează unul Gram și păstrează-1 pe celălalt în rezervă pentru colorația Ziehl-Neelsen sau Kinyoun modificată (vezi Cap 42), 203 11 4 2 2 Examenul preparatului umed După caz urmărim: • Amibe mobile în puroiul din abcese hepatice • Scolecși sau croșete de Echinococcus • Celule levuriforme și pseudohife de Candida, forma levurică de Histoplasma duboisii, Blastomyces dermatitidis ori sferule de Coccidioides immitis • Microcolonii ale actinomicetelor sau fungilor în granulele micetoamelor Cu diafragma de apertură redusă corespunzător, baleiază preparatul sub mărire de 100X pentru a repera structurile filamentoase care diferențiază granulul actinomicotic de microcolonii tisulare ale stafilococilor Examinează detaliile cu mărire de 600X în granulele actinomicetoamelor se pot observa 5-6 mase filamentoase întrețesute cu diametrul de cca 100 pm, înconjurate cu filamente radiare, ramificate, cu diametrul de cca 1 pm, sau mai subțiri, refringente, măciucate, dispuse în diferite planuri suprapuse Aspectul măciucat poate lipsi Granulele eumicetoamelor sunt formate din hife groase de 2-5 pm, septate și ramificate, care prezintă din loc în loc, mai ales la periferia granulelor, celule bizar balonizate cu diametrul până la 15 pm Referitor la importanța microscopiei puroiului cu grunji din leziuni inflamatorii multiplu fistulizate, subliniem că am întâlnit epitelioame spinocelulare cervico-faciale infectate care mimau actinomicoza, dar microscopia în serie a granulelor gălbui cu diametrul de 1-3 mm a arătat numai aglomerări de celule epiteliale scuamoase, iar culturile au izolat floră mixtă exclusiv actinomicete 11 4 2 3 Examenul frotiului colorat Gram • Bacterioscopia cantitativă din exsudatul plăgilor și arsurilor Baleiază cu mărire de 1000X toată suprafața frotiului special pregătit în acest scop O singură bacterie observată pe frotiu semnifică prezența a cel puțin IO5 UFG/g de țesut Bacterioscopia cantitativă poate fi practicată și intraoperator cu o eficacitate de 0,96 • Pentru examenele uzuale urmărim și înregistrăm: — Piocitele, Uneori le observăm numai ca „celule inflamatorii rotunde’1, dar pe frotiuri bine colorate granulocitele sunt distincte de limfocite și macrofage 1 — Categoria microscopică a bacteriilor observate (revezi 5 2 1 2 ) Bacterii foarte numeroase și polimorfe, care includ streptococi, bacili gram-negativi și gram-pozitivi, inclusiv bacili fusiformi, sugerează o infecție mixtă cu bacterii anaerobe — Aprecierea semicantitativă a microbilor observați', foarte rari (unul pe 50-100 câmpuri microscopice), rari (unul pe 10-20 câmpuri microscopice), numeroși (1-10 per câmp), foarte numeroși (zeci sau sute per câmp) • Puroiul micetoamelor Granulele actinomicetoamelor sunt formate dintr-o masă de filamente subțiri cu diametrul între 0,5-1 gm, gram-pozitive Uneori pseudomiceliul este lax sub formă de păianjen sau se fragmentează, mai ales la o preparare brutală cu ansa a frotiului, în forme cocoide și bacilare difteroide Frecvent pseudohifele nocardiilor apar moniliforme și colorate neunifonn gram-pozitiv Oricum, diferențierea microscopică a nocardiilor de alte actinomicete o face numai acido-rezistența lor parțială (vezi mai jos) în granulele eumicetoamelor este bine evidențiată rețeaua hifelor groase de 2-5 gm, septate, ramificate, gram-pozitive și cu frecvente balonizări 204 11 4 2 4 Examenul frotiurilor colorate pentru bacterii acido-rezistente • Colorațiile Ziehl-Neelsen sau Kinyoun pentru bacilii acidorezistenți sunt indicate la cererea clinicianului sau când bacterioscopia rămâne negativă pe frotiurile colorate Gram din exsudatele purulente pleurale, articulare, supurațiile osoase sau ganglionare și trebuie suspectată prezența bacililor tuberculozei Baciloscopia puroiului din abcese fesiere după injectări intramusculare profunde poate depista micobacterii din grupul M fortuitum-chelonae ocazional implicate în asemenea supurații iatrogene Lapacienții proveniți din zone tropicale nu trebuie neglijate colorațiile pentru microorganisme acido-rezistente la microscopia racletelor din ulcere cronice ale gambelor și brațelor, care pot fi determinate de Mycobacterium ulceraus Egal sunt indicate aceste colorații și la examinarea racletelor din leziunile cutanate nodulare ulcerate ale înotătorilor și pescarilor, care pot fî determinate de Mycobacterium marinum • Colorațiile Ziehl-Neelsen și Kinyoun modificate, cu decolorare scurtă, sunt indicate pentru diferențierea nocardiilor de alte actinomicete Pseudohifele sau numai fragmente de pseudohife ale nocardiilor (7V asteroides, N brasiliensis, N caviae) variază de la acido-rezistență parțială la acido-rezistență completă, în timp ce restul actino-micetelor sunt neacido-rezistente Dacă bacterioscopia prin metodele uzuale rămâne negativă, efectuează imediat, colorează May Griinwald Giemsa și examinează un nou frotiu In puroi din colecții cutanate am putut depista astfel rapid forma levurică de Histoplasma capsidatum și sferule de Coccidioides immitis 11 4 3 Cultivarea probelor Mediile de cultură însămânțate, condițiile și durata de incubare sunt în funcție de conjunctura clinico-epidemiologică, rezultatele microscopiei, localizarea și caracterele leziunilor supurative examinate 11 4 3 1, Izolarea cantitativă din plăgi și arsuri: • Probe biopsice' — Diluează decimal, de la IO'1 la IO"3, în bulion tioglicolat, suspensia mamă de țesut omogenizat -Etalează câte 0,1 mL din fiecare diluție, inclusiv suspensia mamă, pe o placă cu agar-sânge pentru incubare aerobă și una cu agar-sânge suplimentat pentru anaerobi - Incubează plăcile la 37°C cu citiri la 24 și 48 de ore a plăcii aerobe și la 48-72 ore a celei anaerobe - Numără coloniile din plăcile pe care au crescut între 30 și 300 de colonii și calculează concentrația bacteriilor din țesut după formula Numărul UFG/g țesut = N x D * F * 10 unde: N = numărul coloniilor pe placă: D = inversul diluției însămânțate; F W+V factorul de diluție, adică ; W = greutatea țesutului omogenizat în g; V = volumul ’ W ’ de diluant utilizat pentru diluția mamă; 10 pentru că am însămânțat 0,1 mL diluție 205 • Prelevatulpe tampon Imediat după primirea probei, rotește insistent tamponul în mediul de transport, pentru descărcarea conținutului, apoi stoarce-1 prin presare insistentă pe peretele tubului Diluează decimal suspensia mamă astfel obținută și procedează ca mai sus ținând cont că tamponul nu este adecvat pentru izolarea bacteriilor anaerobe Numărul UFC/tampon = N x D * 10 Izolatele în cantitate > 105 UFC/g de țesut sau > IO6 UFC/tampon au semnificație clinică; trebuie identificate și se impune antibiograma Peste 10s UFC/tampon se izolează de la pacienții cu diseminare septicemică a infecției Streptococii Ș-hemolitici au semnificație clinică indiferent de cantitatea în care sunt izolați (de verificat, în plăgile feselor, perineului, coapselor sau abdomenului inferior dacă aceste izolate nu sunt Enterococcus faecalis var zimogenes, care nu intră sub incidența acestui criteriu de semnificație) Dacă examenul histopatologic confirmă prezența infiltratului inflamator, a leziunilor de vascuiită și tromboză în probele examinate, capătă semnificație clinică și izolatele în cantități de 103—IO4 UFC/g, mai ales în prezența unei asociații de bacterii aerobe și anaerobe 11 4 3 2 Izolări calitative din puroi și probe biopsice • Bacterii aerobe și facultativ anaerobe cu creștere rapidă Bateria minimală a mediilor de izolare include: - o placă cu agar-sânge, - o placă cu agar Mac Conkey sau alt mediu cu selectivitate joasă pentru bacilii gram-negativi, - o placă cu agar-sânge selectiv, prin colimicină și acid nalidixic, pentru cocii gram-pozitivi, - un tub cu bulion tioglicolat îmbogățit (vezi mai jos), numai pentru probele necontaminate aspirate din colecții închise Probele de puroi articular trebuie însămânțate suplimentar pe câte o placă cu agar-sânge șocolat (eventualitatea hemofililor, în special la copii până la vârsta de 5 ani), agar Mueller-Hinton cu supliment HYL ori agar Thayer-Martin modificat (eventualitatea gonococilor sau meningococilor) Incubează culturile la 37°C în atmosferă cu 5-10% CO„ timp de 24—48 ore, perioadă prelungită până la 5 zile pentru urmărirea neisseriilor sau a culturii în bulion • Bacteriile anaerobe Epuizează probele de puroi sau cele biopsice pe o placă cu agar-sânge pentru anaerobi, adiționat cu gentamicină și vancomicină în cazul probelor contaminate Numai probele de puroi necontaminate pot fi însămânțate șLîmbulion tioglicolat îmbogățit cu vitamină K|5 hemină și ser de iepure Incubează culturile la 37°C, în atmosferă anaerobă cu 5-10% CO2 până Ja 7 zile • Brucelele Epuizează probele pe agar-sânge cu infuzie de cord, agar Brucella (Difco) etc , incubează culturile la 37°C în atmosferă cu 5-10% CO2 și urmărește apariția creșterii până la 28 de zile • Actinomicetele Epuizează probele pe câte o placă cu agar-sânge pe bază de infuzie cord-creier: una cu incubare anaerobă la 37°C până la 21 de zile pentru izolarea 206 actinomicetelor anaerobe, celelalte cu incubarea aerobă la 25°, 30° și 37°C până la 14 zile pentru izolarea speciilor aerobe Urmărește la fiecare două zile plăcile pentru apariția culturilor • Bacilii acido-rezistenți Decontaminează chimic probele contaminate (vezi Cap 13) însămânțează mai multe tuburi cu mediu Lowenstein-Jensen Incubează tuburile aerob la 37°C, primele 24 ore în poziție înclinată pentru adsorbția inoculului pe panta de mediu, apoi în poziție verticală până la 60 zile Urmărește apariția culturilor de două ori în prima săptămână, apoi săptămânal ■ Mycobacterium fortuitum-chelonae poate fi omorât prin decontaminarea chimică a probei, însă prelevatele contaminate nu creează probleme pentru că această bacterie cultivă, între 3 și 7 zile, pe agar-sânge sau agar Mac Conkey • Fungii însămânțează: - Pante de agar Sabouraud glucozat neselectiv și selectiv prin adaos de cyclo- heximidă "■ - - - - Pante de agar-sânge pe bază de infuzie cord-creier neselectiv și selectiv prin adiție cu cloramfenicol și gentamicină sau cloramfenicol, gentamicină și cycloheximidă Incubează aerob, la 30°C, tuburile cu mediul Sabouraud pentru izolarea fungilor filamentoși și levurilor oportuniste și la 37°C tuburile cu mediu îmbogățit pentru izolarea formelor tisulare (levurice) ale fungilor dimorfi Urmărește culturile până la 30 de zile • Situația leziunilor granulomatoase cu bacterioscopie neconcludentă însămân-țările trebuie să vizeze: brucelele, micobacteriile și fungii Identifică microscopic și repică izolatele clinic semnificative pentru a obține cultura pură necesară antibiogramei și introducerii în algoritmul de identificare Deși în terapia multor supurații primează tratamentul chirurgical, rezultatul antibiogramei trebuie comunicat în interval minim posibil 12 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECȚIILOR TRACTUSULUI RESPIRATOR SUPERIOR ȘI CAVITĂȚILOR CONECTE (DUMITRU BUIUC) 12 1 INTRODUCERE 12 1 1 Condiția anatomohistologică 12 1 2 Condiția microbiologică 12 1 3 Entități nosologice și condiții patoge-netice 12 1 FARINGITE 12 1 1 Spectrul etiologic 12 1 1 1 Viroze 12 2 1 2 Infecții bacteriene Streptococcus pyogenes Alți streptococi piogeni Mycoplasma pneumoniae Corynebacterium diphtheriae A rcanobacterium haemolyticum Gonococi Asociații fuso-spirilare 12 2 1 3 Infecțiifungice Mărgăritărelul 12 1 2 Prelevarea și transportul probelor de exsudat faringian 12 1 3 Diagnosticul de laborator al faringitelor streptococice Transportul și conservarea probelor Microscopia directă Metode rapide pentru depistarea antigenică Cultivarea Identificarea Antibiogramă Comunicarea rezultatelor Rolul laboratorului în controlul eșecurilor penicilinoterapiei 12 2 4 Confirmarea bacteriologică a anginei difterice 12 2 5 Candideze 12 2 6 Angina și stoniatita Vincent 12 2 7 Faringite gonococice 12 2 8 Faringite determinate de Arcanobac-terium haemolyticum 12 3 EXSUDATELE NAZAL ȘI NAZOFARINGIAN 12 3 1 Prelevarea probelor 12 3 2 Depistarea purtătorilor sănătoși de: • Staphylococcus aureus • Streptococcus pyogenes • bacili difterici • meningococi • Haeinophilus influenzae serovar b invaziv 12 4 SINUZITE 12 4 1 Spectrul etiologic 12 4 2 Prelevarea probelor 12 4 3 Examinarea probelor 12 5 OTITE 12 5 1 Otite medii 12 5 2 Otite externe 12 6 LARINGITE ȘI EPIGLOTITE 12 6 1 Laringite 12 6 2 Epiglotita acută 12 1 INTRODUCERE Infecțiile tractusului respirator superior determină boli pentru care se solicită cel mai frecvent consult medical 12 1 1 Condiția anatomo-histologică a tractusului respirator superior Anatomic, tractusul respirator superior începe de la nări și se continuă până la orificiul glotic prin cavitățile nazale, nazofaringe (cu cavitățile conecte: sinusurile paranazale, urechea medie și antrul mastoidian), oro-faringe și laringele superior Prin oro-faringe comunică larg cu cavitatea bucală 208 Epiteliul respirator, columnar, pseudostratificat, ciliat, dublat cu un strat de mucus produs de numeroasele celule caliciforme diseminate și de glande sero-mucoase, acoperă cavitățile și cometele nazale, sinusurile paranazale, porțiunea extraosoasă a trompei lui Eustachio Un epiteliu scuamos stratificat nekeratinizat, prevăzut cu glande de tip mucos pun continuare din mucoasa bucală și continuat pe mucoasa esofagiană, acoperă orofaringele și cripetele amigdaliene Acumulări de țesut limfatic sunt bogate la nivelul oro- și nazo-faringelui unde constituie amigdalele Granulocite polimorfonucleare, limfocite și monocite trec, prin diapedeză, în fluidul crevaselor gingivale și de aici în salivă 12 1 2 Condiția microbiologică Etajul supraglotic al tradusului respirator găzduiește o floră bacteriană abundentă, care reunește peste 300 de specii repartizate în diferite nișe ecologice: crevasele gingivale, placa dentară, mucoasa linguală, jugală, oro-faringe, criptele amigdaliene, nazo-faringe și cavitățile nazale Crevasele gingivale găzduiesc până la 109 unități formatoare de colonii (UFC)/mg de conținut, saliva conține 10s'9 UFC/mL, iar placa dentară cca 101 Vg Bacteriile anaerobe le domină pe cele aerobe în proporție de 5-10:1 Organisme comune sau foarte frecvente și în cantitățile cele mai mari sunt: • bacterii anaerobe: specii de Veillonella, Bacteroidaceae din genul Prevotella {P melaninogenica ș a ), peptostreptococi, lactobacili etc ; • bacterii aerobe sau facultative: streptococi viridans, neisserii nepretențioase Frecvent izolate, dar limitate la concentrații de 103’5 UFC/mL sunt Slaphylococ-cus epidermidis, Haemophilus spp , bacili difterimorfi, streptococi (3-hemolitici, pneu-mococi, Candida albicans, Actinomyces spp , Bifidobacterium spp , Fusofacterium spp Bacili gram-negativi și pseudomonade apar rar la persoanele normale, dar rata portajului și cantitatea lor cresc semnificativ la vârstnici și la pacienții spitalizați pentru boli grave Terapia antimicrobiană induce disbioze importante ale microbiocenozelor orofaringiene cu apariția predominantă a Staphylococcus aureus, bacililor coliformi, pseudomonadelor și levurilor Sinusurile paranazale și urechea medie rămân necolonizate grație eliminării eficiente, prin transportul muco-ciliar, a contaminanților ocazionali 12 1 3 Entități nosologice și condiții patogenetice Infecțiile tradusului respirator superior se manifestă ca: • faringite, pentru care folosim termenul de angină atunci când inflamația inelului limfatic faringian, în special a amigdalelor palatine, este marcantă; • nazofaringite; • rinite; 209 • sinuzite; • otite medii; • laringite și epiglotite Lipsa barierelor anatomice distincte între segmentele căilor respiratorii superioare permite propagarea infecției prin continuitate, de unde interpătrunderea simptomatologiei clinice (e g , nazo-faringite-angine) și frecvente complicații prin afectarea sinusurilor și urechii medii, a laringelui și, mai jos, a căilor respiratorii inferioare Propagarea limfatică a infecției este posibilă: • mai rar în infecțiile virale (e g , mononucleoza infecțioasă, adenoviroze); • foarte frecventă în infecțiile bacteriene (e g , limfadenitele cervicale streptococice) Situația particulară a propagării spre meninge, prin tecile limfatice ale filetelor nervului olfactiv, a unor bacterii care infectează nazo-faringele a fost precizată în Cap 10 Virusurile sunt patogenii primari care determină cel mai frecvent infecții ale căilor respiratorii superioare (v tabelul 8-2) Deși nu beneficiază de tratament antiviral, aceste viroze se vindecă spontan dar, prin lezarea epiteliului respirator și obstruarea congestivă a orificiilor sinuzale sau a trompei lui Eustachio, favorizează suprainfecția cu bacterii din microbiota indigenă Doar câteva bacterii (e g , Streptococcus pyogenes, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Corynebacterium diphtheriae, Haemophilus influenzae serovar b) se manifestă ca patogeni primari la aceste nivele și determină boli, uneori cu riscuri grave, care însă beneficiază de tratament antimicrobian Predicția seninelor clinice pentru etiologia bacteriană a acestor infecții este mediocră De aici interesul pentru diagnosticul de laborator Condiții locale (leziuni prin substanțe iritante, caustice, deshidratare excesivă a mucoasei) și, mai ales, sistemice (hemopatii maligne ș a ) favorizează apariția anginelor ulcero-necrotice determinate de asociații ale unor specii din microbiocenozele orofaringiene (e g , asociația fuso-spirilară) 12 2 FARINGITE 12 2 1 Spectrul etiologic 12 2 1 1 Viroze Aproximativ 70% din infecțiile care afectează faringele sunt viroze Virusurile implicate sunt: rhinovirusurile (în special la adulți), adenovirusurile, virusul Herpes simplex I, virusurile Coxsackie A (mai ales la copii), virusurile gripale (la toate vârstele), paragripale Fenomenele inflamatorii fiind mai extinse, pacienții au rinoree, strănut, disfagie, tuse cu febră, în general moderată în infecția cu unele serovaruri adenovirale se asociază conjunctivită Mononucleoza infecțioasă, determinată de virusul Epstein-Barr, se particularizează printr-o angină severă, frecvent ulcerată, adenită cerneală și semne de afectare sistemică 12 2 1 2 Infecțiile bacteriene Cu rol demonstrat în etiologia faringitelor sunt: 1) Streptococcus pyogenes este responsabil de majoritatea faringitelor bacteriene cărora le imprimă gravitate prin complicații infecțioase (sinuzite, otite medii, mastoidite, 210 adenite cervicale supurate, flegmon amigdalian, celulită difuză a planșeului bucal - angina Ludwig) saupost-infecțioase (reumatism cardioarticular acut, glomerulonefrită acută, coree) Flegmonul amigdalian și angina Ludwig sunt infecții bacteriemice La copilul mic infecția evoluează ca o nazofaringită subacută cu exsudat discret și febră moderată La copilul mare și adult manifestările sunt acute, zgomotoase: febră mare, cefalee, disfagie, greață, vărsături Pacienții au faringele puternic congestiv, angină cu variate aspecte ale exsudatului (pultaceu, ulcerație cu falsă membrană etc ), uneori peteșii pe palatul moale, frecvent adenită cervicală Deși sugestivă, această simptomatologie are predicție mediocră și nu poate singură să evite abuzul sau reținerea eronată de la antibioticoterapie Multitudinea serovarurilor M de 5 pyogenes ne expune aproape anual riscului acestor faringite, totuși infecțiile sunt mai frecvente la copii până la 12—14 ani Faringitele cu tulpini eritrotoxigene de 5 pyogenes se însoțesc cu scarlatină când pacienții nu sunt imuni la această toxină 2) Alți streptococi piogeni (grup В, C sau G) sunt ocazional cauză a unor faringite a căror evoluție poate fi'gravă 3) Chlamydia pneumoniae este o cauză frecventă a faringitelor 4) Mycoplasma pneumoniae determină până la 10% din faringitele școlarilor 5) Corynebacterium diphtheriae determină angine pseudomembranoase grave însoțite cu toxemie Mult timp stăpânită aproape complet prin vaccinare, în prezent difteria apare ca boală reemergentă, motiv pentru care trebuie să reintre în atenția clinicienilor infecționiști, epidemiologilor și microbiologilor 6) Arcanobacterium haemolyticum (numit anterior Corynebacterium haemolyticum) cauzează ocazional faringite 7) Gonococii, după raporturi sexuale aberante, pot cauza faringite benigne Asociații fuso-spirochetozice determină stomatita și angina Vincent, caracterizate prin leziuni ulcero-necrotice care pot fi acoperite de false membrane Boala, relativ rară, apare la pacienți cu igiena bucală deficitară și deficite locale sau sistemice ale apărării antiinfecțioase Este o infecție mixtă cu bacterii anaerobe dominată de bacili gram-negativi fusiformi (Fusobacterium spp , Prevotella spp ) și treponeme bucale Asocierea S pyogenes nu poate fi exclusă a priori Rolul altor bacterii în etiologia faringitelor rămâne inconsistent demonstrat 12 2 1 3 Infecții fungice în condiții de disbioză, levuri din microbiota orofarin-giană, în special Candida albicans se înmulțesc excesiv și pot determina stomatită și faringită (mărgăritei), mai frecvent la prematuri, nou-născuți, pacienți debilitați Zonele afectate ale mucoasei (jugale, linguale, faringiene) apar puternic congestive și acoperite cu depozite alb-cenușii, care pot conflua într-o falsă membrană Lipsește adenita cervicală 12 2 2 Prelevarea și transportul probelor de exsudat faringian Indicații: • diagnosticul faringitelor și anginelor streptococice; • confirmarea diagnosticului de difterie; • diagnosticul altor angine bacteriene, fungice sau virale; • depistarea portajului de S pyogenes și de C diphtheriae (vezi 12 3 2 2 și 12 3 2 4) 211 Necesar, tampoane de uz general, apăsător de limbă, sursă de lumină, mască Procedura' Exsudatul faringian se prelevă înainte sau după 3-^X ore de la toaleta gurii ori ingestia de alimente Așează pacientul pe scaun, cu fața spre sursa de lumină, gâtul în ușoară extensie și ceafa sprijinită de perete In condiții de iluminare adecvată, deprimă baza limbii cu apăsătorul steril și, în timp ce pacientul pronunță vocala A, șterge cu tamponul ferm, dar nu brutal, amigdalele și peretele posterior al faringelui, vizând în specia] orice zonă inflamată, ulcerată, depozite purulente Când există, falsa membrană trebuie ușor desprinsă la periferie și tamponată mucoasa subiacentă Atât la introducerea, cât și la scoaterea tamponului din faringe evită atingerea cu baza limbii sau cu palatul moale Reintrodu tamponul în tubul protector etichetat Pentru că prelevarea faringiană declanșează reflex de tuse, protejează-te cu mască de tifon Transport și conservare Intervalul de timp în care trebuie efectuată examinarea și modalitățile de conservare a probei sunt funcție de microorganismele urmărite Referitor la prelevările pentru diagnosticul virozelor revezi Cap 8 12 2 3 Diagnosticul de laborator al faringitelor streptococice Examenul uzual al tamponului faringian vizează depistarea și identificarea streptococilor |3-hemolitici Cultivarea pentru alte bacterii se face numai la cerere expresă, pentru că impune alte medii de cultură 12 2 3 1 Transportul și conservarea probelor Tamponul faringian trebuie examinat în interval de maximum 3 ore după prelevare Dacă acest interval nu poate fi respectat, se impune imersia și transportul tamponului în bulion de conservare-îmbogățire Mediul recomandat de conservare-îmbogățire este bulionul Todd-Hewitt cu azid de sodiu (1:16 000) și cristal violet (1:500 000) La primirea în laborator, înainte de epuizarea pentru izolare, incubează tamponul timp de 3-5 ore la 37°C 12 2 3 2 Microscopia directă a exsudatului faringian pe frotiu colorat Gram nu este uzual recomandată pentru diagnosticul anginelor streptococice, din cauza abundenței streptococilor viridans din microbiota indigenă de la acest nivel Sunt argumentate însă și opinii contrarii 12 2 3 3 Metode rapide pentru depistare antigenică Sunt comercializate truse pentru detectarea S pyogenes prin latexaglutinare, coaglutinare sau ELISA direct în tamponul cu exsudat faringian Mai larg utilizată este latexaglutinarea Sensibilitatea depistării antigenice a S pyogenes în tamponul faringian variază între 0,80-0,95, dar specificitatea este de 0,98 Astfel detectarea antigenică a streptococilor grup A poate înlocui cultura doar când rezultatul este pozitiv în cazul unui rezultat negativ nu ne putem dispensa de cultură, cu atât mai mult cu cât faringite, uneori grave, determină și streptotocii grup C și G 12 2 3 4 Cultivarea însămânțează probele pe plăci cu agar infuzie de cord sau agar tripticază-soia cu 5% sânge de berbec Alte medii au un conținut mai mare de glucoza, care inhibă producerea streptolizinelor Sângele de berbec este mai indicat decât sângele 212 de cal sau de iepure pentru că hematiile de berbec conțin NAD-ază Enzima distruge factorul V și inhibă creșterea speciilor hemo-litice de Haemophilus, din microbiota faringelui, ale căror colonii pot fi confundate cu cele ale streptococilor P-hemolitici Pe agar cu sânge de berbec caracterul (3-hemolitic al Enterococcus faecalis var zymogenes uzual lipsește, dar se manifestă pe agarul cu sânge de cal Rulează toate fețele tamponului pe un cadran al unei plăci cu diametrul de 9 cm Epuizează apoi inoculul cu ansa în celelalte trei cadrane Prin înțepare sau scurtă secționare a mediului cu ansa la sfârșitul epuizării în fiecare cadran se creează condiții microaerofile care protejează de oxidare streptolizina O și permit depistarea tulpinilor de S pyogenes neproducătoare de streptolizină S De aici interesul folosirii plăcilor cu un strat mai gros de mediu Precizăm că în aerobioză, în lipsa streptolizinei S, streptolizina O imprimă coloniilor aspect a-hemolitic Pentru economie, un tehnician experimentat poate epuiza corect tamponul și pe o jumătate de placă (fig 12-1) Folosirea unui mediu selectiv (mai ales asociat mediului de îmbogățire) permite însămânțarea mai multor probe pe o singură placă Sunt recomandate: • Agarul-sânge cu cristal violet (1 țig/mL), care inhibă stafilococii • Agarul-sânge cu sulfametoxazol (23,75 pg/mL) și trimetoprim (1,25 pg/mL) inhibă stafilococii, streptococii viridans și bacilii gram-negativi, dar inhibă și unele tulpini de streptococi P-hemolitici grup C sau G, care sunt sensibile la cotrimoxazol De aceea aplicarea unei rondele cu cotrimoxazol (din trusa pentru antibiograma difuzimetrică) pe primul cadran de epuizare favorizează reperarea coloniilor P-hemolitice în zona de difuzare a chimioterapicelor și evită riscul rezultatelor fals negative, aria selectivă fiind limitată • Agarul-sânge cu 3,5% clorură de sodiu favorizează, cu rezultate superioare altor medii selective, izolarea streptococilor p-hemolitici cauzatori de faringite (grup А, В, C, G) prin inhi >area florei de asociație, mai ales a streptococilor orali, inclusiv streptococii P-hemolitici din grupul S milleri Incubarea culturilor o facem uzual aerob peste noapte la 37°C cu prelungire până la 48 ore dacă la prima citire a plăcilor lipsesc coloniile p-hemolitice caracteristice Procentul depistării 5 pyogenes crește de la 63% în culturile aerobe la 98% în cele anaerobe prin manifestarea p-hemolizei și la coloniile tulpinilor care produc numai streptolizină oxigen labilă Dar această exigență depășește posibilitățile multor laboratoare și o înlocuim cu însămânțarea mediului prin înțepare la sfârșitul fiecărui cadran de epuizare Citirea culturilor Examinează atent plăcile în lumină reflectată și prin transparență urmărind coloniile mici (0,5-1,0 mm diametru), transparente sau opace, înconjurate cu o zonă largă de p-hemoliză La examen sub lupă suprafața coloniilor poate fi neregulat 213 mamelonată (colonii matt), lucioasă și cu relief acuminat (colonii glossy) sau mocoidă Majoritatea coloniilor sunt opace și ansa le mobilizează întregi în absența coloniilor Ș-hemolitice, la prima sau la a doua citire a culturilor, urmărim cu atenție hemoliza din jurul punctelor de înțepare a mediului Dacă la acest nivel constatăm hemoliza (3, se impune repicarea culturii din profunzimea înțepăturii cu incubare anaerobă a subculturii Poate fî o tulpină de S pyogenes producătoare exclusiv de streptolizină O 12 2 3 5 Identificare Verifică, prin frotiu colorat Gram, dacă aceste colonii sunt de streptococi pentru a le introduce în algoritmul de identificare: diferențierea prezumtivă în streptococi grup A sau non-grup A prin testul de sensibilitate la bacitracină, identificarea antigenică a grupului, identificarea biochimică a unor streptococi non-grup A 12 2 3 6 Antibiograma Streptococcus pyogenes și-a menținut nealterată marea sensibilitate la penicilină A dobândit însă, în proporții variate, rezistență la alte antibiotice eventual indicate în terapia streptococciilor (e g , eritromicină) Antibiograma poate fi făcută pentru supravegherea epidemiologică a rezistenței la aceste antibiotice, dar rezultatele, rămân de uz intern pentru laborator (vezi Cap 21, 22) și sunt comunicate numai la cerere expresă (e g , pacienții sensibilizați la peniciline) 12 2 3 7 Comunicarea rezultatelor recomandăm să fie făcută în următorii termeni: • „Prezent streptococ P-hemolitic prezumtiv grup A sau non-grup A”, dacă identificarea s-a bazat numai pe testul de sensibilitate la bacitracină; indicarea grupul ui antigenic, dacă identificarea a fost definitivă Precizarea semicantitativă a creșterii conform tabelului 5-1 La creștere mai mică de 1+ menționează numărul coloniilor (3-hemo-litice izolate Dacă prelevarea, conservarea și însămânțarea probelor au fost corecte și fără îmbogățirea probei, în general, mai puțin de 20 colonii Ș-hemolitice per placă semnifică simplu portaj (e g , angină virală sau cu altă etiologie la un purtător sănătos de streptococ P-hemolitic) în caz de dubiu, leucograma și formula leucocitară alături de viteza de sedimentare a hematiilor aduc argumente suplimentare pentru etiologia virală sau streptococică • „Absenți streptococi Ș-hemolitici” Contraindicăm formulări alternative ca: „Floră normală", pentru că nu avem argumente pertinente în acest sens, sau „Cultură mixtă fără semnificație etiologică”, pentru că, fără indicație expresă privind alți patogeni, nu i-am investigat ca atare • Izolarea predominantă și în cantitate mare de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae sau alte Enterobacteriaceae ori Pseudomonas aeruginosa reflectă disbioza oro-faringiană a unor pacienți spitalizați, eventual sub antibioticoterapie, ori vârstnici și nu are în mod necesar semnificație clinică Sunt comunicate numai Ia cerere expresă pentru pacienți sub terapie imunosupresivă, chimioterapie anticanceroasă sau cu hemopatii maligne în caz de complicații infecțioase grave ar putea ajuta clinicianul pentru inițierea terapiei antimicrobiene de primă intenție 12 2 3 8 Rolul laboratorului în controlul eșecurilor penicilinoterapiei Uneori sub penicilinoterapie simptomatologia faringitelor diagnosticate streptococice persistă Suprainfecția streptococică a faringitelor virale este cunoscută în aceste cazuri eșecul 214 este numai aparent: continuă simptomatologia bolii virale neinfluențată de penicilină Examenul unui nou tampon faringian asociat cu leucograma și formula leucocitară elucidează situația Este însă posibil ca sub penicilinoterapie 5 pyogenes să persiste în exudatul faringian Eșecul poate avea cel puțin 4 cauze: (a) Infecție la pacient purtător faringian de bacterii producătoare de {3-lactamază, cum sunt tulpini de stafilococi, de Moraxella catarrhalis de Haemophilus spp sau de Bacteroides spp Deși explicația a fost contestată, se impune tirajul izolatelor asociate din oro-faringe pentru producerea de p-lactamază (vezi Cap 23) (b) Infecție cu tulpini de S pyogenes tolerante la penicilină Asemenea testare depășește posibilitățile activității de rutină (c) Reinfecția cu S pyogenes în mediul familial sau în colectivități închise cu condiții de promiscuitate Se impune investigația epidemiologică (d) Tratament exclusiv cu penicilină V la copii 12 2 4 Confirmarea bacteriologică a anginei difterice Difteria a devenit o boală reemergentă De aceea fiecare laborator trebuie să fie familiarizat și pregătit pentru acest diagnostic Examenul bacteriologic confirmă sau infirmă diagnosticul de difterie într-un interval de timp în care, de cele mai multe ori, actul terapeutic este deja consumat pe baza prezumției clinice Prelevăm 3 tampoane de la limita falsei membrane și un tampon nazofaringian pe cale nazală Microscopia directă Efectuează, extemporaneu, cu primul tampon faringian un frotiu și, fixat prin căldură, expediază-1 imediat la laborator împreună cu celelalte tampoane Urmărește pe frotiul colorat Gram sau, mai bine, cu albastru de metilen alcalin Loffler ori prin metoda Albert prezența bacililor corineformi cu granule metacromatice polare Absența lor nu exclude diagnosticul de difterie Cultivarea Epuizează al 2-lea tampon faringian pe o placă cu mediu Tinsdale, selectiv prin telurit de potasiu, și pe o placă cu agar-sânge înțeparea repetată a mediului Tinsdale, cu ansa sau firul de însămânțare, în lungul striurilor de epuizare favorizează apariția haloului caracteristic coloniilor de bacii difterie însămânțează al 3-lea tampon faringian pe o pantă cu ser de bou coagulat Loffler, apoi imersează tamponul, pentru îmbogățire, într-un tub cu mediul O S T Imerseazâ pentru îmbogățire în mediul O S T și tamponul nazofaringian Incubează toate culturile, aerob, peste noapte la 37°C Citirea culturilor Examinează pe rând: • Creșterea pe mediul Loffler Deși neselectiv, acest mediu favorizează creșterea bacililor difterici în cca 14 ore cu morfologia lor caracteristică Flora de asociație cultivă mai tardiv Urmărește, pe frotiul colorat Gram sau printr-o colorație specială pentru granulele metacromatice, prezența în cultură a bacililor corineformi cu granule metacromatice caracteristice • Creșterea pe agar-sânge dă o dublă informație: (a) Controlează calitatea prele-vatului Pe mediul selectiv poate să nu apară cultură Dacă lipsește cultura și pe placa cu 215 agar-sânge, prelevatul a fost necorespunzător, (b) Unele angine streptococice pot simula difteria sau S pyogenes se asociază bacilului difteric în unele cazuri grave de difterie • Placa cu mediul Tinsdale pentru observarea coloniilor caracteristice bacililor difterici: negre cu halou brun Sunt posibile două eventualități: a) Coloniile caracteristice lipsesc: continuă incubarea plăcii cu o nouă citire după alte 24 de ore și epuizează pe câte o placă cu mediu Tinsdale tamponul faringian și pe cel nazo-faringian îmbogățite în mediul O S T b) Coloniile caracteristice sunt prezente: - Efectuează un froiu colorat Gram pentru a elimina eventualitatea unor specii de stafilococ care pot forma pe mediile cu telurit de potasiu colonii asemănătoare celor ale bacililor difterici - Repică pe mediul Ldffler o colonie caracteristică, verificată microscopic pentru a obține cultura pură necesară identificării Bacilii difterici apar cu morfologia caracteristică numai în cultura pe mediul Loffler ori în falsa membrană, condițiile în care au la dispoziție fosfați în cantitate suficientă pentru formarea incluziunilor de volutină Când cultura pe mediul de izolare este prea densă, pentru purificare corectă efectuează o repicare suplimentară pe o placă cu mediul Tinsdale sau cu agar-sânge Identificarea Verifică pe frotiu colorat Gram morfologia și puritatea culturii, iar pe frotiu colorat Albert prezența incluziunilor de volutină pentru a introduce tulpina izolată în algoritmul de identificare: testele catalazei, nitratazei, ureazei, cistinazei, de fermentare a glucozei, maltozei, zaharozei, dextrinei, glicogenului/amidonului (vezi Cap 30) Determinarea toxigenezei este cea care confirmă sau infirmă în final diagnosticul de difterie Efectuează testul Eleck sau expediază tulpina laboratorului de referință pentru testare in vivo 12 2 5 Candidoze Diagnosticul mărgăritelului jugal, lingual sau faringian este mai ales microscopic Prelevă cu tamponul din depozitul pseudo-membranos al leziunilor și efectuează un preparat umed montat în soluție 10% de KOH sau un frotiu colorat Gram Prezența în cantitate enormă de levuri, mai ales sub formă de pseudohife, care denotă creștere submersă în epiteliul malpighian are valoare diagnostică Deși nu este necesar, frecvent se recurge la cultivarea probei pe mediul Sabouraud glucozat cu incubare peste noapte la 30° sau 37°C Valoare diagnostică are numai izolarea predominantă și în cantitate mare de Candida albicans, rar C tropicalis, în concordanță cu rezultatele microscopiei directe Izolarea unei specii de Candida fără confirmarea frotiului direct este nesemnificativă 12 2 6 Angina și stomatita Vincent Diagnosticul acestor forme rare de angină sau stomatită este esențial microscopic: prezența pe frotiu colorat Gram a foarte numeroși bacili fusiformi gram negativi și spi-rochete în contextul unei reacții inflamatorii Rezultatul poate fi comunicat imediat 216 Cultivarea prelevatului pe agar-sânge o facem nu pentru a confirma rezultatul microscopiei directe (aceste specii anaerobe sunt foarte dificil de cultivat și necesită timp îndelungat), ci pentru a exclude posibilitatea infecției cu Streptococcus pyogenes 12 2 7 Faringite gonococice Apar numai după raporturi sexuale aberante și evoluează benign Investigația de laborator o facem numai la cerere expresă Microscopia directă este iară valoare din cauza numeroaselor neisserii nepretențioase din microbiota oro-faringiană Epuizează extemporaneu tamponul faringian pe o placă cu agar Mueller-Hinton îmbogățit prin supliment HYL și selectiv prin colimicină și lincomicină (cca 3-7 ți/mL) ori cu mediul Thayer-Martin modificat selectiv prin adaos de vancomicină (3 iig/mL), colimicină (7,5 pg/mL) și nistatină (12,5 U/mL) Incubează imediat cultura la 37°C în atmosferă cu 5% CO? Dacă se impune, tamponul poate fi expediat la laborator imersat în mediul de transport Stuart pentru cultivarea în cel mai scurt timp Amănunte privind izolarea și identificarea gonococilor vezi în Cap 15 Aici subliniem numai necesitatea controlului microscopic al coloniilor oxidazo-pozitive înainte de purificarea culturii necesară identificării Exigența este impusă de prezența în exsudatul faringian, în afară de neisserii, și a unor bacili gram-negativi oxidazo-pozitivi 12 2 8 Faringite determinate de Arcanobacterium haemolyticum Arcaobacterium haemolyticum poate cauza, mai frecvent la adulți tineri, faringite acute cu angină, asemănătoare celor streptococice îmbolnăvirile, ușoare până la severe, se însoțesc cu erupție scăriatiniformă sau/și cu adenită cervicală la cca 50% din pacienți Epuizează tamponul faringian pe o placă cu agar-sânge de berbec suplimentat cu NaCl până la concentrația finală de 3,5% (ținând cont de concentrația inițială a NaCl din agarul bază) însămânțează câte o strie de Staphylococcus epidermidis perpendicular pe striurile de epuizare a probei Incubează cultura la 37°C (creșterea este stimulată în atmosferă cu 5%CO2) până la 48 ore cu o primă citire după 24 ore Urmărește coloniile mici (~ 0,75 mm diametru), rotunde, ușor reliefate, discret Ș-hemolitice și cu hemoliză sinergică, mai largă, în vecinătatea striei de S epidermidis Pe agar cu sânge de cal P-hemoliza coloniilor de A haemolyticum este mai bine exprimată Specia nu crește pe alte medii selective pentru S pyoneges Identificarea preliminară, pe baza căreia introducem izolatele în algoritmul de identificare (vezi Cap 30), include: • Microscopia coloniilor pe frotiu colorat Gram A haemolyticum în primele 18 ore apare ca bacili gram-pozitivi, ocazional așezați în V, lipsiți de granule metacromatice Ulterior bacilii devin granulari și se segmentează în forme cocoide neregulate • Testul catalazei este negativ înregistrează și comunică semicantitativ rezultatele izolării acestei specii (vezi tabelul 5-1); fiind comensală oro-faringiană criteriului semnificației ei clinice este creșterea predominantă și în cantitate mare pe placa de izolare 217 12 3 EXSUDATELE NAZAL ȘI NAZO-FARINGIAN Examenul microbiologic al exsudatului nazal este indicat pentru: • diagnosticul unor viroze respiratorii (vezi Cap 8); • depistarea portajului de Staphylococcus aureus sau Streptococcus pyogenes Examenul microbiologic al exsudatului naso-faringian îl efectuăm pentru: • diagnosticul tusei convulsive (vezi Capitolul 13); • diagnosticul infecțiilor cu Mycoplasma pneumoniae și cu Chlamydia\ • diagnosticul virozelor respiratorii (vezi Capitolul 8); • depistareaportajului de S pyogenes; • depistarea portajului de bacili difterici, meningococi, Bordetella pertussis\ bacterii mai frecvent prezente la acest nivel decât în nas sau oro-faringe 12 3 1 Prelevarea probelor Exudatid nazo-faringian se prelevă cu tamponul, cel mai ușor per-nazal Se utilizează tampon confecționat pe aplicator de sârmă crom-nichel de 20 cm lungime și 1 mm diametrul Una din extremități este îndoită, înmuiată în colodiu și înfășurată strâns cu vată hidrofilă cu fibră lungă pentru a forma tamponul propriu-zis Extremitatea liberă este îndoită în buclă pentru a facilita manipularea Se sterilizează la autoclav în tub 16/160 mm Așează pacientul pe scaun, cu fața spre sursa de lumină și ceafa sprijinită de perete pentru imobilizarea capului Introdu blând tamponul printr-o nară, în lungul planșeului nazal, până atinge peretele posterior al nazo-faringelui Lasă tamponul pe loc câteva secunde, apoi rotește-1 ușor pentru a-1 încărca cu exsudat și retrage-1 Cantitatea de prelevat crește dacă retragi tamponul puțin și îl reinseri în aceeași poziție: prima tamponare stimulează secreția de mucus nazo-faringian Când urmărim, la copilul mic, patogeni din căile respiratorii inferioare, este precaut a stimula mai întâi un acces de tuse prin prelevarea unui tampon faringian Exsudatul proiectat din căile respiratorii inferioare va fi reținut în nazo-faringe util pentru prelevare prin tampon nazo-faringian sau aspirație nazo-faringiană л Aspiratul nazo-faringian pe cale per-nazală este indicat la sugari îl realizăm cu o sondă Nelaton introdusă printr-o nară și adaptată la o seringă etanșă de 20 mL Tamponul nazal Șterge, pe rând, vestibulul foselor nazale cu tamponul de uz general umectat cu soluție salină izotonă Prelevările nazale pentru izolare de virus sunt descrise în Cap 8 12 3 2 Depistarea purtătorilor sănătoși Depistarea portajului de germeni patogeni în căile respiratorii superioare este indicată în scopuri epidemiologice (e g , stabilirea sursei de infecție, carantinarea purtătorilor față de colectivitățile cu risc) 12 3 2 1 Depistarea portajului nazal de Staphylococcus aureus este solicitată de epidemiolog numai în focare demonstrate de stafilococii nosocomiale în alte împrejurări este inutil pentru că rata portajului nazal de S aureus este de cca 30% în colectivitatea generală și poate ajunge la 70% la personalul de spital Prelevăm un tampon nazal de la personalul și pacienții vizați de ancheta epi-demiologică Epuizează tamponul pe o placă cu agar-sânge sau, mai bine, pe o placă cu mediu selectiv: mediul Chapman (agar nutritiv hiperclorurat, suplimentat cu manitol și 218 roșu fenol) sau mediul Baird-Parker (agar nutritiv cu clorură de litiu, telurit de potasiu, glicină, piruvat de sodiu și gălbenuș de ou) Incubează culturile peste noapte la 37°C Urmărește apariția coloniilor caracteristice: mari, cu diametrul de 1—2 mm, rotunde, S, bombate • Pe agar-sânge sunt cel mai frecvent hemolitice • Pe mediul Chapman galbene, cu halou galben • Pe mediul Baird-Parker, negre cu halou clar Verifică puritatea izolatoarelor de pe mediile selective Dacă pe aceste medii nu au apărut colonii caracteristice, prelungește incubația până la 48 ore Identificarea izolatelor pe agar-sânge trebuie complotată prin microscopie pe frotiu colorat Gram și testul coagulazei Când probele nu pot fi examinate imediat, expediază tampoanele la laborator imersate în mediul Chapman lichid în care sunt și preincubate la 37°C pentru îmbogățire înainte de epuizarea pe mediul de izolare în focarul epidemic, prelevarea tampoanelor nazale trebuie repetată de 1-2 ori la intervale de o săptămână pentru a diferenția portajul de durată de cel tranzitoriu După identificare, expediază culturile pure de S aureus laboratorului de referință pentru tiparea fagică 12 3 2 2 Depistarea purtătorilor de Streptococcuspyogenes este indicată pentru investigații în focare epidemice și pentru carantinarea purtătorilor sănătoși față de sălile de operație, colectivități pediatrice etc Purtătorii nazali au potențial epidemic mai mare decât cei faringieni Prelevă un tampon nazal și unul faringian sau nazo-faringian Procedează la îmbogățirea probelor, cultivarea lor și identificarea izolatelor cum a fost precizat la 12 2 3 4 -12 2 3 5 ’ 12 3 2 3 Depistarea purtătorilor de bacili difterici După generalizarea vaccinării antidifterice, purtătorii de bacili difterici deveniseră rari, iar investigarea lor viza mai mult carantinarea față de colectivitățile pediatrice O dată cu reemergența bolii, vigilența laboratoarelor pentru depistarea portajului de bacili difterici trebuie să crească din cel puțin două motive: (a) înmulțirea posibilă a focarelor de difterie; (b) existența unor grupe semnificative de populație receptivă la boală prin absența unor programe de revaccinare în condițiile întreruperii mulți ani a circulației tulpinilor toxigene de C diphtheriae Prelevă un tampon nazo-faringian și unul faringian Expediază-le la laborator imersate în mediul de îmbogățire O S T și procedează în continuare conform precizărilor de la 12 2 4 ’ 12 3 2 4 Depistarea purtătorilor de meningococi Rata portajului nazo-faringian al meningococilor variază între 5 și 30% în colectivitatea generală și poate crește până la 70-80% în conjunctură epidemică Raportul cost-beneficiu nu justifică această examinare pentru chimioprofilaxia infecțiilor meningococice din focare familiale sau colectivități închise Epuizează tamponul nazo-faringian, prelevat per-nazal, pe o placă cu agar-sânge, agar-sânge șocolat sau mediul HYL selective prin adaos de lincomicină și colimicină 219 (revezi 12,2 7) Incubează culturile la 37°C în atmosferă cu 5-10% COn, cu citirea plăcilor după 24 și 48 ore Urmărește pentru indentificare coloniile oxidazopozitive Când probele nu sunt examinate imediat, tampoanele trebuie imersate în mediul Amies sau Stuart pentru transportul către laborator, 12 3 2 5 Depistarea portajului de Haemophilus influenzae serotipul b, invaziv Epuizează tamponul nazo-faringian pe o placă cu agar-sânge șocolat cu infuzie de cord bovin sau pe o placă cu agar Levinthal selective prinbacitracină (300 pg/mL) Incubează cultura peste noapte la 37°C în atmosferă cu 5-10% CO2 Urmărește coloniile sugestive (cenușii, semiopace, netede, ușor convexe, cu margini regulate, dar cu tendință la confluare când sunt capsulate; pe agar Levinthal, în iluminare oblică, sunt iridescente) pentru purificarea culturii Simpla identificare fără serotipare nu are valoare din cauza ratei foarte mari a portajului diferitelor serotipuri noninvazive sau a tulpinilor necapsulate 12 4 SINUZITE 12 4 1 Spectrul etiologic Toate condițiile care deprimă transportul muco-ciliar al epiteliului respirator și/sau obstruează orificiile sinuzale (viroze respiratorii, reacții alergice, deviații ale septului nazal și polipi nazali) favorizează colonizarea și suprainfecția bacteriană a acestor cavități Infecții dentare mixte, dominate de bacterii anaerobe, pot afecta, prin contiguitate, sinusurile maxilare Infecția bacteriană accentuează edemul mucoasei, împiedică și mai mult drenajul cavităților și evoluează către supurație, care se poate propaga spre cavitățile vecine cu consecințe din cele mai grave: etmoidită-celulită periorbitară; sinuzite-nieningite, abcese epidurale, subdurale, cerebrale, osteomielită craniană Etiologia sinuzitelor acute este dominată de Streptococcuspneumoniae, Spyogenes și Haemophilus influenzae (mai frecvent serovaruri non-b) Peptostreptococii, alte bacterii anaerobe nesporulate, neisserii sau Moraxella catarrhalis sunt organisme rar implicate, iar Staphylococcus aureus și bacili gram-negativi aerobi sau facultativ anaerobi - ce] mai rar Mycoplasma pneumoniae poate fi ocazional implicată în sinuzitele cronice infecția este uzual mixtă cu participarea bacteriilor anaerobe nesporulate 12 4 2 Prelevarea probelor Examenul puroiului sinuzal este, în general, rar solicitat din cauza metodelor agresive de prelevare a probelor Exsudatul aspirat prin puncția aseptică a sinusurilor afectate oferă cele mai bune șanse de stabilire corectă a diagnosticului etiologic Specialistul otorinolaringolog este cel care apreciază oportunitatea examenului microbiologic și efectuează prelevarea după o îngrijită antiseptizare a mucoasei nazale la nivelul puncției 220 Fluidul de spălătură a sinusurilor,efectuată de specialist în scop de drenaj al cavității infectate, poate fi colectat într-o tăviță renală plasată sub nările pacientului Produsul trebuie atent examinat macroscopic pentru prelevarea și examinarea numai a porțiunilor purulente Exsudatul nazo-faringian prelevat din vecinătatea orificiilor sinuzale este fără valoare din cauza contaminării masive cu microbiota indigenă Rezultatele, înșelătoare, nu justifică efortul examinării, iar pacietul beneficiază mai mult prin tratament empiric de primă intenție bazat pe condiția clinico-epidemiologică a suferinței 12 4 3 Examinarea probelor 1) Efectuează din probă și examinează un frotiu colorat Gram 2) Epuizează câte o ansă din restul probei pe o placă cu agar-sânge șocolat pentru incubare aerobă în atmosferă cu 5% CCf și pe o placă cu agar-sânge anaerob 3) Incubează plăcile la 37°C și urmărește apariția culturii până la 48 ore Controlează prin frotiu colorat Gram coloniile apărute pentru controlul purității culturii și introducerea izolatelor în algoritmul de identificare, inclusiv efectuarea antibiogramei Staphylococcus aureus izolat din probe de spălătură sinuzală nu are în mod necesar semnificație clinică: poate proveni din nările unui purtător Semnificația clinică o atestă numai confruntarea dintre cultură și microscopia directă: prezența a minimum 10 stafilococi în medie/câmpuri cu cel puțin 3 polimorfonucoeare fiecare și examinate cu mărire de 1000X 12 5 OTITE Etiologia și patogenia otitelor medii și a otitelor externe sunt complet diferite 12 5,1 Otitele medii Aceste boli, mai frecvente la copii în vârstă de la 3 luni la 3 ani, sunt favorizate de infecții primare cu virusuri respiratorii sau Mycoplasma pneumoniae care, prin congestia și edemul trompei lui Eustachio, blochează drenajul normal al cavității și eliminarea contaminanților ocazionali proveniți din microbiota nazo-faringelui Dintre acești contaminanți se recrutează bacteriile care colonizează și infectează urechea medie de unde infecția se poate extinde la antrul mastoidian și, prin contiguitate, la meninge Principalii agenți etiologici ai otitelor medii sunt: Streptococcus pneumoniae, S pyogenes și Haemophilus influenzae (indiferent de serovar și chiar tulpini necapsulate) Mai rar sunt în cauză Enterobacterioaceae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus sau/și bacterii anaerobe Pacienții acuză durere pulsatilă în urechea afectată, hipoacuzie, amețeli, greață, vărsături Obiectiv se constată: febră, timpan congestiv, îngroșat, bombat, cu reperele șterse și mobilitatea redusă sau absentă Timpanul se poate fistuliza cu apariția unei scurgeri purulent-sanguinolente în conductul auditiv extern Examenul bacteriologic este solicitat de specialistul otolaringolog numai când apreciază necesară o terapie antimicrobiană mai țintită decât cea bazată pe raționamentul clinico-epidemiologic Prelevatul de elecție pentru examenul bacteriologic este exsudatul aspirat prin timpanocenteză Alternativ se poate recurge la însămânțarea extemporanee cu lanțeta de puncție în caz de perforare spontană a timpanului, examinăm exsudatul prelevat pe un fin tampon steril ghidat prin speculum auricular către fistulă Tamponul trebuie expediat laboratorului imersat în mediu de transport Examenul exsudatului nazo-faringian este lipsit de valoare din cauza motivelor precizate la 12 4 2 Examenul de laborator include: 1) Microscopia directă pe frotiu colorat Gram din aspiratul prin timpano-centeză 2) Cultivarea probelor epuizate de o placă cu agar-sânge șocolat, pentru incubarea aerobă în atmosferă cu 5% CO2, și pe una cu agar-sânge anaerob 3) Urmărirea până la 48 ore a culturilor incubate la 37°C 4) Microscopia culturii pentru verificarea purității, introducerea izolatelor în algoritmul de identificare și antibiograma 12 5 2 Otitele externe Patogenetic au particularități proprii infecțiilor tegumentului Le tratăm însă în acest capitol tocmai pentru a sublinia distincția care trebuie făcută între tamponul cu exsudatul leziunii tegumentare a conductului auditiv extern și tamponul cu exsudat prelevat din fistula timpanului Mai frecvent sunt cauzate de pseudomonade, mai ales Pseudomonas aeruginosa și alte bacterii aerobe în condiții favorizante cum sunt: pătrunderea apei în conductul auditiv extern cu macerarea tegumentului la acest nivel (otita înotătorilor) sau diabetul (otite externe maligne) Ocazional poate fi în cauză Staphylococcus aureus Bacteriile anaerobe nu sunt implicate în aceste infecții superficiale Pacienții au scurgere otică sero-sanguinolentă sau purulentă din conductul auditiv extern și nu din urechea medie Exsudatul din conductul auditiv extern, prelevat pe tampon, trebuie expediat în mediu de transport Microscopia este fără valoare din cauza contaminanților abundenți Epuizează tamponul pe o placă cu agar-sânge și pe una cu mediu selectiv lactozat pentru bacili gram-negativi (e g , agar Mac Conkey) cu incubare aerobă la 37°C timp de 48 ore Citirea și interpretarea culturilor, după 24 și 48 ore de incubare, trebuie făcute atent și prudent pentru că bacteria infectantă poate fi dominată de contaminant! din conductul auditiv extern, cum sunt stafîlococi coagulazo-negativi și bacili difterimorfi 12 6 LARINGITE ȘI EPIGLOT1TE 12 6 1 Laringite Laringitele acute complică frecvent răceala comună, sindrom cauzat de variate virusuri respiratorii (vezi tabelul 8-2) Moraxella catarrhalis este izolată cu frecventă semnificativ crescută din nazofaringele adulților cu laringită acută; de unde concluzia că 222 poate fi implicată în etiologia sindromului Pacienții sunt răgușiți și au tuse lătrătoare Infecția se poate extinde și în etajul subglotic La copii sub vârsta de 3 ani complicația este mai severă și frecvent evoluează cu sindromul de crup dominat prin semne de obstrucție respiratorie acută Bacilul difterie este astăzi o cauză excepțională a crupului Mycobacterium tuberculosis poate infecta laringele pe cale bronhogenă sau hematogenă și determină laringite cronice, care, când evoluează cu ulcerații și mase exofitice, pot impune diferențierea de carcinomul laringian Uzual, examenul bacteriologic al exsudatului faringian urmărește numai excluderea difteriei ca o cauză a crupului la copii La pacienți cu laringite cronice, specialistul otorinolaringolog poate solicita depistarea bacililor tuberculozei în probe laringiene (vezi Cap 13) " 12 6 2 Epiglotita acută Epiglotita acută este o formă severă a crupului determinată la copii între 2 și 4 ani vârstă aproape exclusiv de Haemophilus influenzae serovar b La adult sindromul este rar, fiind determinat de streptococi, stafilocici, pneumococi sau Haemophilus paraphro-philus Pacienții au febră, toxemie sistemică, dureri faringiene, disfagie, dispnee până la asfixie Este interzisă prelevarea probelor pe tampon de la nivelul epiglotei inflamate pentru că poate determina spasm glotic cu asfixie, iar izolarea H influenzae de la acest nivel nu este un criteriu suficient de semnificație clinică Se pot practica hemoculturi, care sunt pozitive cu H influenzae la cca 50% din copiii investigați Gravitatea sindromului impune însă terapie antimicrobiană de primă intenție bazată pe criteriile clinico-epidemiologice 13 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECȚIILOR TRACTUSULUI RESPIRATOR INFERIOR (DUMITRU BUIUC) 13 1 INTRODUCERE 13 1 1 Condiția anatomo-histologică a tractusului respirator inferior (TRI) 13 1 2 Condiția microbiologică a TRI 13 1 3 Entități nosologice și patogenetice ale infecțiilor tractusului respirator inferior (ITRI) 13 1 4 Spectrul etilogic al ITRI 13 1 5 Prelevate patologice și criterii de semnificație clinică a izolatelor 13 2 PRELEVAREA, TRANSPORTUL ȘI CONSERVAREA PROBELOR 13 2 1 Prelevări curente Sputa Aspiratul hipofaringian Tamponul sau aspiratul nazo-faringian Aspiratul gastric ă jeun Hemoculturi Aspiratul pleural Aspiratul prin orificiul de traheostomie 13 2 2 Prelevări invazive Aspiratul transtraheal Prelevate bronhoscopice Aspiratul pulmonar transtoracic Biopsia pulmonară 13 3 EXAMENUL DE RUTINĂ AL EXSUDATELOR TRI 13 3 1 Examenul macroscopic 13 3 2 Spălarea sputei 13 3 3 Microscopia Examenul frotiului colorat Gram: • Tirajul citologic de calitate al sputei • Bacteriscopia cantitativă • Bacterioscopia prelevatelor necontaminate Examenul frotiului colorat Giemsa: • Celule inflamatorii • Celule de exfoliere a epiteliului respira- tor 13 3 4 Fluidifierea probelor 13 3 5 Cultivarea probelor Izolarea semicantitativă Izolarea cantitativă 13 3 6 Identificarea izolatelor 13 3 7 Metode neconvenționale de izolare 13 3 8 Comunicarea rezultatelor 13 4 EXAMENUL MICROBIOLOGIC ÎN SUSPICIUNEA TUBERCULOZEI PULMONARE 13 4 1 Microscopia 13 4 2 Decontaminarea, omogenizarea și concentrarea probelor 13 4 3 Izolarea 13 5 CONDUITA ÎN SUSPICIUNEA ITRI CU BACTERII ANAEROBE 13 6 EXAMENUL DE LABORATOR ÎN SINDROMUL DE TUSE CONVULSIVĂ 13 7 EXAMENUL DE LABORATOR ÎN DIAGNOSTICUL LEGIONELOZEI 13 7 1 Microscopia directă 13 7 2 Izolarea 13 7 3 Serodiagnosticul 13 8 EXAMENUL MICROBIOLOGIC ÎN SUSPICIUNEA ACT1NOMICOZEI PULMONARE 13 8 1 Microscopia 13 8 2 Izolarea 13 9 EXAMENUL PROBELOR ÎN SUSPICIUNEA MICOZELOR PULMONARE 13 10 INVESTIGAȚIA ETIOLOGICĂ ÎN PNEUMONIILE INTERSTIȚ1ALE 13 10 1 Mycoplasma pneumoniae 13 10 2 Chlamidii 13 10 3 Virusuri 13 11 DEPISTAREA VIERMILOR PARAZ1Ț1 CU CICLU PULMONAR 13 1 INTRODUCERE Infecțiile tractusului respirator inferior (ITRI) sunt cauzate de foarte variate microorganisme și, prin gravitatea lor, multe impun tratament antimicrobian Desigur, circumstanțele clinice (simptomatologie, vârstă, boli de fond), paraclinice (examen ra- 224 diologic, leucograma, viteza de sedimentare a hematiilor etc ) și epidemiologice (infecții domiciliare sau de spital, sporadice sau epidemice) pot orienta diagnosticul către un grup mai larg sau mai restrâns de agenți etiologici Dar terapia antimicrobiană orientată numai prin criteriile clinico-epidemiologice nu poate acoperi întregul spectru etiologic al acestor infecții, iar bacteriile mai frecvent implicate în etiologia ITRI au dobândit, în proporții variate, rezistență la antibioticele de elecție De aici interesul pentru diagnosticul etiologic al ITRI, operație frecvent dificilă și complexă 13 1 1 Condiția anatomo-histologică a tractusului respirator inferior ’ (TRI) Tractusul respirator inferior se extinde din etajul subglotic al laringelui până la alveolele pulmonare via trahee, bronhiile lobare, segmentate, lobulare, bronhiole Un epiteiiu fin, la limita sau sub limita rezoluției microscopului optic, separat de endoteliul capilar numai printr-o membrană bazală fină, acoperă pereții alveolari Mucoasa traheo-bronșică este acoperită cu un epiteiiu colunmar pseudostratificat ciliat Toate celulele sunt în contact cu membrana bazală, dar unele, mai puțin dezvoltate, celulele bazale, nu au contact cu fața luminală a mucoasei; altele, mai dezvoltate, celulele stratului mijlociu, se apropie de fața luminală fără a o atinge însă în fine, fața luminală a mucoasei este bordată de celulele cilindrice complet de dezvoltate, unele ciliate, altele secretoare de mucus, celulele caliciforme Presiunea reciprocă dintre celule determină forma neregulată a lor și dispunerea nucleilor în trei straturi: bazai, median și luminai Glande sero-mucoase diseminate contribuie, alături de celulele caliciforme, la constituirea mucusului de acoperire Corionul conține formațiuni limfoide necapsulate Vasele limfatice intrapulmonare, grupate cu bronhiile, arterele și venele pulmonare, sunt lipsite de valvule și drenează limfa către ganglionii hilari între rețeaua limfatică pulmonară și plexurile limfatice pleurale se stabilește un număr redus de anastomoze în țesutul conectiv interlobular Numai aceste anastomoze au valvule cu deschiderea spre pleură permițând drenarea retrogradă a limfei pulmonare în caz de întrerupere a scurgerii acesteia spre ganglionii tributari hilari (ca în cazul unor procese inflamatorii: adenite, limfangite etc ) La pacienți cu procese inflamatorii cronice sau cu neoplazii epiteliul respirator traheobronșic suferă o metaplazie scuamoasă mai mult sau mai puțin extinsă 13 1 2 Condiția microbiologică a TRI Deși supus frecvent contaminării microbiene, prin pulberi și aerosoli inhalați, etajul infraglotic al tractusului respirator rămâne necolonizat grație unor eficiente bariere antimicrobiene: • Filtrarea aerodinamică și sedimentarea (fig 13-1) • Transportul muco-ciliar (fig 13-2) accelerat prin viteza ventilației pulmonare și reflexul de tuse Eficiența transportului muco-ciliar este remarcabilă: în decurs de o oră sunt eliminate peste 90% din bacteriile trasor depuse pe mucoasa bronșică Doar la cca 225 Particule > 15 um 0 filtrate de perii nărilor % Particule de10-15jujn 0 impactează pe cornetele nazal și nazofaringe Particule de^lOpm 0 impactează în trahee Particule de ~ Spm 0 sedimentează în 0 bronhii și bronhiole Particule V Direcția transportului mucociliar V*** Q - S Fig 13-2 Transportul muco-ciliar din căile respiratorii funcționează cuplat cu barierele antimicrobiene chimică și imunologică Fig 13-1 Filtrarea aerodinamică și sedimentarea sunt barierele primare antimicrobiene ale căilor respiratorii 20% din persoanele normale au fost depistate pe mucoasa traheo-bronhică bacterii nepatogene în număr redus • Transportul alveolo-bronșic Particuieie de dimensiuni sub 5 pm depășesc mecanismul de filtrare aerodinamică și sedimentare, dar, ajunse în alveolele pulmonare, sunt fagocitate de macrofage, care antrenate în stratul de mucus bronșiolar intră în continuare sub incidența transportului muco-ciliar (fig 13-3) • Drenajul limfatic și sanguin al microorganismelor care au eludat fagocitarea de către macrofagele alveolare Fig 13-3 Transportul alveolo-bronșic funcționează cuplat cu barierele antimicrobiene celulară și chimică și este conectat cu transportul muco-ciliar 226 • O complexă barieră chimică superficială: mucus, lizozim, lactoferină, surfac-tant, a5 -antitripsină, interferoni • Bariera imunologică formată din IgA secretoare, IgE-mastocite, limfocite și plasmocite din corionul mucoasei traheo-bronșice; IgG și IgM circulante care amorsează sistemul complement și facilitează fagocitoza 13 1 3 Entități nosologice și patogenetice ale ITRI Infecțiile etajului infraglotic al tractusului respirator reunesc variate entități clinice și etio-patogenetice - traheobronșite, bronșiolite, alveolite, pneumonii interstițiale, supurații - cu evoluție acută sau cronică Unele sunt infecții primare, altele sunt secundare unor deficiențe locale sau generale ale apărării antiinfecțioase în condiții care deprimă eliminarea microbiană dintractusul respirator (infecții primare și alergii, bronșită cronică, bronșiectazii, mucoviscidoză, corpi străini, tumori, traheostomie, inhalare de gaze iritante) microorganisme din microbiota oro-faringiană sau din mediul extern persistă pe mucoasa traheo-bronșică și pot iniția colonizări abortive sau de durată, variate ca spectru și amploare în raport cu importanța condiției care le-a generat Acele microorganisme dotate cu suficiente capacități patogene, pentru a rupe noul echilibru instabil cu gazda, inițiază infecții secundare ale TRI Primare sau secundare, ITRI sunt cel mai frecvent aerogene, mai rar sunt localizări în cadrul unor infecții bacteriemice (septicemii, bruceloză etc ) Alveolitele acute evoluează inițial bacteriemic și pot genera complicații prin propagare limfatică anterogradă (mediastinite) sau retrogradă (pleurezii) 13 1 4 Spectrul etiologic al ITRI O etiologie suspicionată prin circumstanțele clinico-epidemiologice (tabelul 13-1) poate orienta eficient investigația microbiologică Tabelul 13-1 Spectrul etiologic al ITRI Tipul infecției Circumstanțe clinico-epidemiologice Microorganisme implicate Bronșite Primare Acutizări ale bronșitei cronice Traheostomie Virusuri 4 Mycoplasma pneumoniae Haemophilus influenzae netipabil, pneumococi, Staphylococcus aureus BGN aerobi2* Pneumonii Domiciliare • Congenitale Pneumococi, streptococi grup B, D, G, Toxoplasma gândii v rubeolic, Chlamydia trachomatis bacili coli-formi, Treponema pallidum, Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis 227 Tabelul 13-1 (continuare) Tipul infecției Circumstanțe clinico-epidemiologice Microorganisme implicate Pneumonii • Până la 3 luni C trachomatis, v citomegalic, Pneumocystis cârtirii, Ureaplasma urealyticum, streptococi grup B Escher-ichia coli, S aureus • 3 luni - 5 ani Virusuri0, pneumococi, H influenzae serovarb • 5-35 ani M pneumoniae, virusuri11, pneumococi, Chlamydia pneumoniae • Peste 35 ani Pneumococi S aureus, bacterii anaerobe51, Legionella pneumophila, H influenzae • Suprainfecția gripei Pneumococi, S aureus, Streptococcuspyogenes, H influenzae, Neisseria meningitidis Nosocomiale BGN aerobi'1, S aureus pneumococi, bacterii anaerobe3’ L pneumophila, L nricdadei De aspirație • Domiciliare • Nosocomiale Bacterii anaerobe'1 Mai frecvent infecții mixte cu bacterii anaerobe4, BGN aerobi"S aureus Traheostomie BGN aerobi2’, S aureus Gazdă compromisă • Hipogammaglobulinemie • Deficit al imunității celulare Pneumococi, H influenzae serovarb Fungi (P cârtirii, levuri, zigomicete, Aspergillus spp) virusuri (CMV varicela-zoster, herpes simplex, rujeolic), bacilii tuberculozei și micobacterii condiționat patogene, Nocardia spp , legionele, Toxoplasma gândii, Strongiloides stercoralis • Neutropenie BGN aerobi2’, Aspergillus spp , pneumococi Epidemice V gripal, M pneumoniae, L pneumophila C pneumoniae, C psittaci Cronice Fungi patogeni4’, micobacterii, bacterii anaerobe'4 Fibroză chistică Necrozante Bacilul piocianic, S aureus, H influenzae Bacterii anaerobe3’, bacilul piocianic, Klebsiella spp , S aureus, micobacterii Abcese Bacterii апаегоЬеЗ), mai rar: 5 aureus, Klebsiella spp micobacterii, fungi patogeni4’ Empieme Para- sau metapneumonice • Copii/tineri S aureus, pneumococi, H influenzae, S pyogenes, bacterii anaerobe31 • Adulți Bacterii anaerobe'4, pneumococi, S aureus, BGN aerobi21 Plăgi toracice penetrante S aureus, BGN aerobi"’ Abcese subdiafragmatice Infecție mixtă: bacterii anaerobe3’ (inclusiv Bacteroides fragil is) -r BGN aerobi'’ n Virusuri: • Copii până la 5 ani: v respirator sincițial, adenovirus, v paragripale, v gripal A, B, v varicela-zoster, v rujeolic, v rubeolic, v Epstein-Barr, enterovirus • Adulți': v gripal A, B, v paragripale, v varicela-zoster, v Epstein-Barr, adenovirus 2) BGN aerobi: bacili gram-negativi aerobi (Klebsiella spp , Eschertehia coli, Proteus spp , bacilul piocianic) 31 Bacterii anaerobe principale în ITRI: peptostreptococi, Prevotella melaninogenica Fusobacte-rium nucleatwn; mai rar (în infecții domiciliare) Actinomyces spp 4J Fungi patogeni: Blaslomyces dermatitidis, Histoplasma capsulaîum, Coccidioides imnritis, Cryp-tbcoccus neoformans 228 13 1 5 Prelevate patologice și criterii de semnificație clinică a izolatelor Pentru diagnosticul microbiologic al ITRI se pot examina: • Prelevate contaminate cu microbiota tractusului respirator superior: sputa, tampon nazo-faringian, aspirate nazo-faringian, hipofaringian, prin tub endotraheal, prin bronhoscopie simplă Aspiratul prin canula de traheostomie este contaminat mai frecvent cu microorganisme din mediul extern • Prelevate care șuntează contaminarea oro-faringiană' aspirat transtraheal, aspirat pulmonar transtoracic, aspirat bronhoscopie prin cateter protejat cu canule telescopate, biopsie transbronșică, biopsie pulmonară cu torace deschis; aspirat pleural, hemoculturi Prelevatele cu contaminare oro-faringiană pun dificile probleme de interpretare a semnificației izolatelor: dacă organismele condiționat patogene depistate au semnificație clinică sau de contaminanți, dacă un patogen pretențios nu este mascat prin creșterea contaminanților, dacă patogenul bronho-pulmonar a fost sau nu antrenat în expectorație Patogenii primari, care includ majoritatea virusurilor, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia spp , Coxiella burnetii, Legionellapneumopliila, bacilii tuberculozei, fungii patogeni ș a , au semnificație clinică indiferent de prelevatul în care sunt depistați Dilema semnificației organismelor condiționat patogene depistate în prelevate cu contaminare oro-faringiană a fost rezolvată în bună parte prin confruntarea cantitativă între citobacterioscopie și sputocultură Determinări repetate în prelevate care șuntează contaminarea oro-faringiană atestă că bacteria infectată realizează în focarul bronho-pulmonar concentrații de cel puțin IO5-6 UFC/mL exsudat sau gram de țesut Deoarece bacteriile din salivă depășesc cu 2-3 log acest prag de semnificație, cuantificarea devine operantă numai sub controlul realului produs patologic prin triajul citologic de calitate și decontaminarea probelor Spălarea sputei intens muco-purulente reduce contaminarea oro-faringiană cu cca 3 log, fără a influența concentrația bacteriei infectante prinsă în trama fîbrinoasă a probei, dar reducerea contaminanților ajunge la cel mult 2 log în probele cu mai puțin real produs patologic Deci clinic semnificative apar numai bacteriile condiționat patogene izolate în cantități de cel puțin IO5-6 UFC/mL (sputocultură cantitativă) sau sunt izolate predominant și în cantitate mare (sputocultură semicantitativă) și se regăsesc semnificativ asociate celulelor inflamatorii pe frotiul Gram din spută In diagnosticul pneumoniilor, simpla sputocultură necorelată cu microscopia directă are capacitate predictivă derizorie de numai 0,06, comparativ cu cea de 0,91 a cultivării aspiratelor transtraheale Din contră, corelarea cantitativă dintre sputocultură și citobac-terioscopia probelor examinate ameliorează semnificativ performanțele examinării 13 2 PRELEVAREA, TRANSPORTUL ȘI CONSERVAREA PROBELOR 13 2 1 Prelevări curente, accesibile oricărui serviciu implicat in diagnosticul și terapia ITRI 1) Sputa Indicații' Prelevatul uzual pentru majoritatea ITRI Prelevare' Probe de calitate corespunzătoare obținem la internarea în spital, de la pacienți cooperanți, prin tuse spontană, profundă și supravegheată Pacientul trebuie să 229 înțeleagă diferența dintre „a expectora” și a „a scuipa” Periajul simplu al dinților, clătirea energică a gurii și gargara cu apă sunt de dorit înaintea prelevării Dacă proba apare constituită în principal din salivă, trebuie imediat insistat pentru prelevarea unei noi probe corespunzătoare calitativ In infecțiile acute o probă mucopurulentă cu volum de 1-2 mL este suficientă La tușitorii cronici, pentru diagnosticul tuberculozei sau al infecțiilor fungice bronho-pulmonare, cantitatea de spută examinată trebuie să fie mai mare: e g,, toată sputa de la expectorația matinală sau cea expectorată în interval de 1-2 ore Nu examina însă niciodată probe sumate din 24 ore pentru că multiplicarea microorganismelor de contaminare falsifică rezultatele: • rezultate fals pozitive prin înmulțirea fungilor saprofiți contaminați; • rezultate fals negative prin omorârea micobacteriilor în procedura mai drastică de decontaminare impusă de asemenea probe La pacienții cu tuse slab productivă se pot obține mai ușor probe de expectorație matinală Stimularea expectorației prin inhalare de aerosoli calzi cu soluție salină 10% și glicerinată 15% oferă, de multe ori, probe citologice nesatisfăcătoare pentru diagnosticul infecțiilor bronho-pulmonare acute, dar utile pentru diagnosticul tuberculozei Transport, conservare Probele, prelevate într-un recipient steril (preferabil din plastic) de cca 100 mL, cu gura largă și capac ermetic, sunt etichetate și expediate imediat laboratorului pentru a fî examinate în interval de cel mult o oră de la prelevare Modalități optime de conservare a probelor nu sunt Refrigerarea la 4°C previne multiplicarea contaminanților, conservă unii patogeni, dar scade până la anulare izolarea altora cum sunt Haemophilus influenzae sau Neisseria meningitidis Utilizarea unui mediu de transport perturbă raporturile bacteriilor cu reperele citologice ale exsudatului, esențiale pentru aprecierea calității probei și interpretarea rezultatelor sputoculturii Criterii de calitate: • Raportul dintre realul produs patologic, obiectivat prin numărul celulelor inflamatorii, prezența fibrinei, și contaminarea oro-faringiană, obiectivată prin numărul celulelor epiteliale scuamoase, permite stabilirea unor praguri de calitate acceptată a probelor Pragul citologic de calitate a probelor de spută se referă în particular la diagnosticul infecțiilor determinate de organisme condiționat patogene rezidente din micro-biota oro-faringiană: numai în probe cu realul produs patologic predominant poate fi obiectivată semnificația clinică a acestor microorganisme Desigur, pentru depistarea patogenilor care nu fac parte din microbiota oro-faringiană pot fi examinate probe de spută și sub pragul citologic stabilit, dar riscul rezultatelort fals negative crește odată cu scăderea realului produs patologic din probă, aspect asupra căruia clinicianul trebuie atenționat • Recepția probei în interval de maximum o oră după prelevare, pentru a începe examinarea înainte de înmulțirea necontrolată a microorganismelor contaminate • Prelevarea probei înaintea terapiei antimicrobiene Din nefericire, prea frecvent primim spre examinare probe de „spută” de la pacienți neinstructați, nesupravegheați și care au rămas peste noapte la capul bolnavului Ori toate acestea înseamnă timp și materiale cheltuite pentru un rezultat nerelevant clinic sau chiar periculos pentru pacient 230 Sputa este puțin adecvată pentru depistarea corectă a: - Pneumocystis caninii, Aspergillus spp , zigomicete, Candida albicans din cauza mobilizării insuficiente prin expectorație a acestor patogeni din focarul bronho-pulmonar -Legionella din cauza antagonizării prin microbiota oro-faringiană, de unde rata mai redusă a depistării prin sputocultură decât prin microscopie directă cu colorații specifice: -inutilizabilăpentru diagnosticul infecțiilor cu bacterii anaerobe din cauza contaminării masive, constante a probelor cu aceste bacterii, care face inoperant criteriul izolării cantitative; — Candida albicans din cauza contaminării masive a probelor la pacienți cu dis- Fig 13-4 Dispozitiv pentru aspirație hipofa-ringiană bioză oro-faringiană 2) Aspiratul hipofaringian Aspirația hipofaringiană este indicată la sugari O sondă Nelaton sterilă, conectată la un sistem de aspirație, se introduce în hipofaringe cât mai aproape de orificiul glotic (fig 13-4) Accesul de tuse declanșat de contactul hipofaringelui cu sonda mobilizează exsudatul bronho-pulmonar, care este aspirat în colectorul plasat între sondă și sistemul de vid Condiția microbiologică, controlul de calitate, avantajele și dezavantajele aspiratului hipofaringian sunt similare cu ale sputei 3) Tamponul sau aspiratul nazo-faringian sunt indicare numai pentru diagnosticul ITRI cu patogeni primari, organisme care nu aparțin microbiotei oro-faringiene Aspirația poate fi făcută cu dispozitivul din figura 13-4 sau cu sonda Nelaton adaptată la o seringă etanșă 4) Aspiratul gastric ă jeun este indicat pemtru depistarea bacililor tuberculozei, mai ales la sugari și copilul mic Poate fi util la adulți care nu expectorează, dar proporția rezultatelor fals negative crește din cauza acidității gastrice mai mari Probele trebuie neutralizate imediat după prelevare cu soluție 10% de bicarbonat de sodiu în prezența unui indicator de pH 5) Hemoculturile efectuate sistematic în primele zile de evoluție a unei alveolite acute sunt pozitive la cca 30% din pacienții pneumoniei 6) Aspiratul pleural este indicat în toate cazurile de empiem 7) Aspirtul prin orificiul de traheostomie Traheostomia și canularea induc și întrețin un proces inflamator peste care se suprapune colonizarea precoce traheo-bronșică cu microorganisme aspirate din mediul extern ca urmare a șuntării filtrului aerodinamic al căilor respiratorii superioare și perturbării transportului muco-ciliar Interpretarea examenului microbiologic al unui asemenea prelevat este dificilă și expune la erori mari 231 13 2 2 Prelevări prin tehnici agresive Aceste prelevări: • sunt de competența unor cadre cu înaltă calificare; • impun riscuri pentru pacient; • sunt irepetabile; • oferă de cele mai multe ori probe cu volum foarte redus De aceea trebuie planificate în condiții care să încline balanța risc-beneficiu în favoarea beneficiului pentru pacient: • pacientul să poată suporta procedura; • tratamentul antimicrobian anterior este o contraindicație relativă a procedurii (crește proporția rezultatelor fals negative); • laboratorul, competent pentru urmărirea patogenilor suspectați prin ipoteza clinică, trebuie expres avizat asupra solicitării examenului 1) Aspiratul transtraheal (ATT) Aspirația transtraheală este o metodă invazivă care șuntează contaminarea orofaringiană și oferă rapid o probă de exsudat din ambele arii pulmonare Indicații', a) Când sputa sau alte prelevate convenționale nu dau rezultate concludente fie din cauza contaminării oro-faringiene (cazul bacteriilor anaerobe, C albicans), fie din cauza antagonizării organismului infectant prin contaminanții orofaringieni (cazul legionelelor ș a ) b) Când gravitatea bolii justifică riscul unei prelevări invazive c) Pentru a exclude infecția bacteriană în pneumopatii cu multiple opțiuni diagnostice (neoplasm, embolii pulmonare etc ) Astfel beneficiul ATT poate depăși riscul pentru pacient în investigarea pneumopatiilor necrozante cu multiple microabcese mtr-un segment sau lob pulmonar In pneumonii domiciliare ATT apare rar justificată La pacienți cu expectorație putridă, pneumonii de aspirație, riscul procedurii trebuie apreciat față de eficiența estimată a medicației antimicrobiene empirice contra presupușilor patogeni anaerobi Contraindicații: diateze hemoragice, hipoxemie severă, hemoptizii și tușea rebelă, necontrolată Procedura este în general contraindicată la copii din cauza calibrului redus al căilor respiratorii și dificultăților de cooperare Examenele de laborator prealabile trebuie să ateste indispensabil: numărul plachetelor sanguine mai mare de 100 000/mm3, timpul de protrombină de cel puțin 60% în raport cu martorul, alți parametri de sângerare normali, p Оэ mai mare de 60 mmHg sub oxigenare suplimentară Prelevarea este de competența specialistului pneumolog Complicații', a) Alepuncției: sângerare, lezarea peretelui posterior al traheei, emfi-zem subcutanat, mediastinal sau pneumotorax, abcese cutanate sau paratraheale b) Ale plasării cateterului: tuse severă paroxistică și hipoxie sau hemoptizie, c) Vasovagale: aritmii, ischemie miocardică, stop cardiac, hipotensiune Transportul probei trebuie asigurat imediat la laboratorul în prealabil avertizat Acuratețea Concordanța izolatelor, exclusive sau predominante, din ATT cu cele din hemoculturile pacienților pneumoniei a validat valoarea acestui prelevat Bacteriile infectante sunt prezentate aproape întotdeauna în concentrații de cel puțin 106 UFC/mL Rezultatele fals negative au o rată apreciată la 1% Apar cândprelevatul nu conține mucus și celule inflamatorii, când pacientul a fost sub tratament antimicrobian sau dacă bronhiile implicate sunt obstruate La pacienții cu legioneloză, din cauza secrețiilor bronșice reduse, este frecvent necesară instilarea de soluție salină pentru a obține aspirat Aceasta poate dilua produsul 232 patologic Ca urmare, la pacienții cu boala legionarilor, deși rata izolării bacteriei din ATT este mai mare decât din spută, rata depistării microscopice directe prin colorație Dieterle sau imunofluorescență este mai mare în spută decât în ATT Rezultatele fals pozitive au o rată apreciată la 20% Apar când pacientul aspiră secreții oro-faringiene în cursul procedurii, dacă accesul de tuse proiectează vârful cateterului în oro-faringe (riscul este redus la cateterele din polivinil, mai rigide decât cele din polietilenă) sau la pacienții cu colonizări de fond ale tractusului respirator inferior (bronșite cronice, bronșiectazii, neoplasme pulmonare) Bacterii de colonizare a tractusului respirator inferior sunt depistate la majoritatea pacienților cu bronșite cronice și la bronșiectazici în cantități care pot depăși 106 UFC/mL In general sunt bacterii aerobe și facultativ anaerobe, dar la bronșiectazici apar adesea bacterii anaerobe Bacteriile de colonizare pot include pneumococi și hemofili a căror prezență trebuie interpretată prudent O procedură sensibilă și inofensivă pentru depistarea contaminării ATT cu secreții oro-faringiene este nebulizarea oro-faringelui pacienților cu 3 mL soluție 1% albastru de metilen înaintea aspirației Cu ochiul liber se depistează urme de colorant până la 2 pg/mL, corespunzător unei diluții de 1:5000 a soluției trasor în secreții purulente sau, în termeni de contaminare oro-faringiană, contaminări de ~ 5 104 UFC ale ATT Metoda este utilă pentru diferențierea celulelor epiteliale scuamoase metaplazice traheobronșice de celulele epiteliale scuamoase normale ale contaminării oro-faringiene 2) Prelevate bronhoscopice Prelevările bronhoscopice, disconfortante pentru pacient, implică intervenția unui cadru special calificat Includ: a) aspirația prin canalul bronhoscopului cu sau fără irigare bronșică, periaj bronșic cu perie neprotejată: b) periaj endobronșic cu perie protejată în sistem de canule telescopate cu dop distal din polietilenglicol, care evită contaminarea oro-faringiană; c) biopsia transbronșică Indicații: Pentru investigarea ITRI prelevarea bronhoscopică apare indicată numai când infecția este una din ipotezele serioase de diagnostic al pneumopatiei insuficient argumentată prin tehnicile clasice (absența expectorației sau rezultate irelevante ale sputoculturii), iar o prelevare bronșică se impune și din alte rațiuni diagnostice: a) prelevări prin periaj sau, la nevoie, prin biopsie transbronșică de la nivelul unor leziuni depistate; b) suspiciunea persistentă de tuberculoză, legioneloză, infecție fungi că sau cu citomegalovirus neconfirmată de explorările convenționale; c) depistarea unor patogeni oportuniști la pacienți pneumoniei imunocompromiși: Pneumocystis carinii, Nocardia spp Semnificația clinică a unor {evuri {Candida spp ) sau bacterii care colonizează uzual oro-faringele poate fi stabilită numai în prelevate obținute prin dispozitive protejate de contaminarea oro-faringiană sau când microscopia confirmă pe secțiuni histologice corelația microorganismului cu focarul inflamator (biopsie transbronșică) Prelevările prin dispozitive neprotejate de contaminarea oro-faringiană au prea puține avantaje față de spută, doar eșantionaj mai țintit pentru examen citologic și ameliorarea depistării unor patogeni ca P carinii, Nocardia sau fungi patogeni 233 Contraindicați! Deși bronhoscopia este privită ca o tehnică de investigare mai puțin invazivă, are următoarele contraindicați! relative: boală cardiovasculară severă, insuficiență respiratorie severă, hipertensiune pulmonară, uremie, diateză hemoragică (sângerări spontane, trombocitopenie refractară la transfuzia de trombocite) Bronhoscopia poate fi tentată numai la pacienți cu minimum 20 000 trombocite/mm3, iar dacă este vizată biopsia transbronșică numărul minim de trombocite trebuie să fie 50 000-100 000/mm3 Tehnica Insistăm numai asupra acelor aspecte implicate în ameliorarea eficienței examenului microbiologic: • efectuarea bronhoscopiei într-o poziție a pacientului care să reducă scurgerea secrețiilor bucale în căile respiratorii inferioare (poziția șezând sau decubit lateral cu capul decliv); • limitarea volumului de anestezic și administrarea lui prin nebulizare pentru a evita diluarea probei Odată bronhoscopul direcționat spre leziune, cateterul, care protejează peria atașată la o sârmă retractabilă, este inserat și împins prin canalul intern până forțează dopul de polietilenglicol Acesta este netoxic și se solvă rapid pe suprafața mucoasei Sub control vizual peria este scoasă 1-2 cm și introdusă direct în exsudatul leziunii, apoi retrasă în cateter și tot dispozitivul este retras prin canalul intern al bronhoscopului Exteriorul cateterului este spălat cu alcool și uscat, iar peria, de pe care s-a retras cateterul, este separată aseptic, plasată într-un flacon cu 1 mL soluție Ringer lactozată și imediat transportată la laborator pentru însămânțare cantitativă în interval de maximum două ore Prelevatul este suficient atât pentru examen microbiologic, cât și citologic Complicații', febră, bacteriemie, noi infiltrate pulmonare sunt raportate cu frecvență variată, în general redusă Scăderea cu 10-20 mmHg a/?O2 arterial este posibilă și pune probleme la pacienții hipoxici După biopsia transbronșică pot să apară pneumotorax și hemoptizie la cca 8%, respectiv 7% din pacienți Acuratețea La examinarea prelevatelor bronhoscopice mai frecventă este problema rezultatelor fals pozitive decât a celor fals negative Utilizarea dispozitivelor de prevenire a contaminării oro-faringiene reduce proporția rezultatelor fals pozitive Efectul antimicrobian al anestezicului a fost exagerat: este practic nul dacă probele sunt însămânțate la interval de două ore de la prelevare Eventualele rezultate fals negative datorate diluării patogenului pot fi minimizate prin reducerea volumului soluției de anestezic și administrarea ei prin nebulizare La gazda imunocompromisă biopsia transbronșică depistează corect patogenul pulmonar în medie la 50% din pacienți cu valori extreme între 26 și 76%, o acuratețe diagnostică superioară periajului endobronșic și spălătorii bronho-alveolare Asocierea biopsiei transbronșice cu periajul ameliorează eficiența investigației 3) Aspiratul pulmonar transtoracic Aspirația transtoracică prin ac oferă, pentru examenul citologic și microbiologic, probe necontaminate direct din parenchimul pulmonar' Indicații', a) pneumopatii cu leziuni nodulare suspect maligne în care infecția este una din ipotezele diagnostice: b) infecții pneumonice ale copilului, care nu expectorează și la care aspirația transtraheală este riscantă; c) infecții pneumonice neobișnuite ale adultului sau la pacienți imunocompromiși Contraindicații Majore: boală pulmonară buloasă, diateze hemoragice ireductibile, leziuni vasculare, respirație asistată mecanic Relative, leziuni vecine cordului și marilor vase, hipertensiune pulmonară, tuse necontrolabilă, hipoxemie, chist hidatic pulmonar 234 Tehnica este rezervată pneumologilor experimentați, în consecință nu insistăm asupra amănuntelor privind execuția Proba trebuie examinată imediat de către laboratorul preavizat; se poate rezuma la câteva picături, ca atare decizia microscopie (citologie, colorații microbiologice) versus culturi pentru microorganismele incluse în ipotezele diagnostice poate fi arbitrară, Complicații' Pneumotorax la 20-30% din puncționați, hemoptizie la 3-10% din pacienți (semnalate și cazuri mortale), rar embolie gazoasă Acuratețea Aspiratul transtoracic a precizat etiologia pneumpatiilor la 40-60% din copiii investigări în acest mod, dar proporția rezultatelor fals negative nu se cunoaște pentru că în aceste studii restul copiilor au rămas cu diagnosticul neprecizat, fără investigații pentru virusuri sau micoplasme La adulți imuno-compromiși, cu infiltrate pulmonare focale sau difuze, patogenii pulmonari au fost depistați în aspiratul pulmonar în proporții de la 53 la 82%: fungi oportuniști, nocardii, micobacterii, Legionella, P carinii 4) Biopsia pulmonară Biopsia pulmonară transtoracică prin ac este tot mai mult abandonată în favoarea biopsiei transbronșice sau a biopsiei pulmonare deschise prin toracotomie Biopsia pulmonară deschisă oferă, sub control vizual și tactil, cel mai reprezentativ prelevat în cantități suficiente pentru un examen complet histopatologic și microbiologic La necesitate pot fi prelevate multiple biopsii din situsuri anatomice diferite Mai frecvent, în pneumopatii difuze, se practică prin toracotomie anterioară limitată în al 4-lea spațiu intercostal La pacienți cu stare clinică relativ bună, toracotomia posterolaterală permite biopsiere pulmonară, pleurală, peribronșică, hilară și de ganglioni mediastinali Indicația principală privește diagnosticul infecției pulmonare la pacienți imunocom-promiși Dezavantajele includ necesitatea pregătirii preoperatorii, anesteziei generale, îngrijirilor postoperatorii, costul Incidența complicațiilor este redusă: pneumotorax întârziat, hemoragii Rata deceselor este sub 1% în infecțiile pulmonare ale pacienților imunocompromiși proporția depistării agentului etiologic (bacterii și fungi oportuniști, actinomicete, micobacterii, Legionella, P carinii, virusuri) variază între 55 și 91 %, superioară depistării în biopsiile transbronșice 13 3 EXAMENUL DE RUTINĂ AL EXSUDATELOR TRACTUSULUI RESPIRATOR INFERIOR Acest examen vizează în primul rând sputa din ITRI bacteriene acute determinate de patogeni comuni, pneumococi, H influenzae, S aureus, Moraxella catarrhalis, bacili gram-negativi aerobi ș a , cu șanse rezonabile de a depista și alte bacterii sau fungi când aceștia sunt în cauză Suspiciunea unei anumite etiologii trebuie expres comunicată laboratorului deoarece poate impune alte medii de cultură și proceduri 13 3 1 Examenul macroscopic Sputa poate fi vâscoasă, purulentă de culoare galbenă, verzuie, ruginie sau cu urme de sânge Probele albe mucoide sau spumoase, gri mucoide sau spumoase, apoase (uneori cu particule alimentare) sunt calitativ necorespunzătoare pentru diagnosticul infecțiilor non-tuberculoase 235 ' 13 3 2 Spălarea sputei (revezi și 13 1 5 ) Probele de spută mucopurulentă este indicat să fie decontaminate prin spălare în 3 băi succesive de soluție salină izotonă Spălarea dezagregă probele fluide, care nici nu trebuie examinate în continuare fiind de calitate necorespunzătoare Toarnă perste probă, în recipientul de prelevare, o cantitate din fluidul de spălare și agită pentru separarea exsudatului bronhopulmonar de secrețiile oro-faringiene Plasează pe fond negru două cutii Petri cu diametrul de 8 cm și repartizează în fiecare cca 20 mL fluid de spălare Răstoarnă proba prespălată în capacul primei cutii Prelevă cu ansa sau, mai ușor, cu două mici baghete din lemn porțiuni purulente din probă și le agită 15-20 secunde în fiecare din următoarele două băi de spălare Porțiunile purulente din ultima baie de spălare servesc pentru microscopie și cultivare Mai economic, decontaminarea se poate face prin spălarea sputei mucopurulente într-o strecurătoare de ceai sub jet de apă Lucrează cu apă deionizată pentru a evita prezența de subtanțe antimicrobiene (e g , clor) 13 3 3 Microscopia Absoarbe pe un dreptunghi din hârtie de filtru excesul de fluid de pe câte un fragment mucopurulent și etalează-1 pe 3 lame de microscop în strat cât mai subțire și uniform evitând dilacerarea exsudatului prin mișcări de dute-vino ale ansei (v fig 13-5, C) După uscare, fixează două frotiuri prin căldură și colorează-le: • primul Gram, pentru triajul citologic de calitate a probei și bacterioscopie; • al doilea Ziehl-Neelsen, pentru urmărirea bacililor acidorezistenți Infecții bronhopulmonare acute pot surveni la tuberculoși contagioși încă nedepistați, situație tot mai frecventă • Fixează al treilea frotiu timp de 3 minute cu alcool metilic în vederea colorației Giemsa modificată pentru spută (vezi Cap 42) Pe acest frotiu pot fi urmărite detalii citologice și pot fi observați fungi eventual prezenți Desigur, etalarea expectorațiilor neomogenizate nu poate fi ideală, de aceea preparatul microscopic trebuiue scrutat în mai multe zone, întâi cu un obiectiv mic pentru aprecieri globale privind distribuția elementelor (celule, fîbrină, mucus), apoi cu un obiectiv puternic pentru observarea detaliilor din zonele suspectate 13 3 3 1 Examinarea frotiului colorat Gram 1) Triajul citologic de calitate al sputei, aspiratului hipofaringian sau prelevatelor bronhoscopice neprotejate de contaminare oro-faringiană Scrutează frotiul din probă cu mărire de 100 X în zone bine etalate, cu celulele dispuse în monostrat (fig 13-5) determină pe 5-10 câmpuri numărul mediu al celulelor inflamatorii (CI) și al celulelor epiteliale scuamoase (CES) Pe această bază sunt propuse trei criterii de triaj calitativ al sputelor pentru examenul bacteriologic: criteriul grupelor de calitate, al raportului CI/CES și al scorului de calitate Q 236 Fig 13-5 Spută: frotiuri colorate Gram și examinate cu mărire de 100X A) Probă intens purulentă cu contaminare oro-faringiană minimă: observați fibrină și mucină, mult peste 25 CI și numai 2 CES/câmp microscopic B) Probă cu contaminare oro-faringiană masivă: fibrina absentă, prezente mult peste 15 CES și peste 25 CI/câmp microscopic C) Frotiu efectuat defectuos: exsudatul purulent a fost dilacerat cu ansa, prin mișcări de dute-vino, în fâșii subțiri amestecate cu secreții de contaminare oro-faringiană; pe un asemenea frotiu nu putem efectua corect bacterioscopia cantitativă (vezi textul) D) Frotiu din spută mucopurulentă cu insule compacte de CI diseminate pe fondul secrețiilor oro-faringiene de contaminare In asemenea insule de CI putem efectua corect bacterioscopia cantitativă • Grupele de calitate citologică ale sputei (tabelul 13-2) pot fi determinate rapid Criteriul este mai puțin restrictiv decât celelalte, dar cu rezultate satisfăcătoare Acceptă pentru examinare probele din grupele 3-5, făcătoare cca 25% din probe Repartiția probelor între aceste grupe acceptate ține, în afara respectării normelor de prelevare, și de structura patologiei pulmonare investigate De la pacienți normoreactivi cu infecții bronho-pulmonare acute până la 70% din probe aparțin grupei a 5-a de calitate, maximală Dar majoritatea probelor de la pacienți cu metaplazie scua-moasă a epiteliului respirator aparțin grupei a 3-a • Raportul celule inflamatorii/celule epiteliale scuamoase mai mic de 5 indică condiție în care sunt respinse ca nesatis- Tabelul 13-2 Grupele de calitate ale sputei în raport cu compoziția celulară pe frotiul colorat Gram Grupa Compoziția celulară Celule epiteliale scuamoase Celule inflamatorii 1 >25 25 10-25 3 >25 > 25 4 10-25 >25 5 25 6 25 4-2 4-2 -2 „Q „ = suma algebrică a calificativelor pentru CI și CES + 1 (calificativul acordat pentru prezența fibrinei în prelevatul examinat) Sunt acceptate pentru bacterioscopie și sputocultură numai probele cu scorul „Q” de cel puțin +1 Aplicațiile metodei se extind și la alte prelevate contaminate cu microbiota traiectelor de eliminare naturală Rămâne la latitudinea fiecărui laborator, în raport cu experiența dobândită, să recurgă la una din cele trei metode de triaj citologic calificativ Dar eludarea triajului citologic de calitate limitează până la anulare valoarea sputoculturii 2) Bacterioscopia cantitativă Selectează și examinează cu mărire de 1 000 X cât mai multe câmpuri bine etalate și corect diferențiate tinctorial, cu cel puțin 3 celule inflamatorii și la distanță de cel puțin 3 diametre, în orice direcție, de celule epiteliale scuamoase Pe asemenea câmpuri determină numărul mediu de bacterii dintr-o categorie microscopică/câmp (bacterii pneumococoide, hemofiloide, neisserioide, bacili gram-negativi etc ) Asocierea cu polimorfonuclearele a cel puțin 10 bacterii din aceeași categorie microscopică are predicție pozitivă de peste 0,9 pentru izolarea în sputocultură a unui patogen din aceeași categorie microscopică în cantitate de cel puțin 106 UFC/mL (fig 13-6, 7, 8, 9) Ca atare am numit-o asociere semnificativă clinic 238 Fig, 13-6 Spută intens purulentă (calitatea citologică, în ordinea metodelor de apreciere citate în text: categoria 5, raportul CI/CES mai mare de 20, iar „Q” =-ьЗ) Bacterioscopie cantitativă pe frotiu colorat Gram, mărire de 1 000 X Observați', peste 10 bacterii pneumococoide asociate cu 7 granulocite polimorfonucleare și fibrină Sputocultură a izolat cantitativ peste 106 UFC Streptococcus pueunioniae/mL iar semicantitativ predominant și în cantitate mare (4^) pneumococi Fig 13-7» Spută muco-purulentă (citologic, calitatea: categoria 5, raportul CI/CES peste 20, iar „Q” = + 3) Bacterioscopie cantitativă pe frotiu colorat Gram, mărire de 1 000 X Observați: sute de bacterii hemofiloide „în banc de pești” asociate cu fibrină și 3 polimorfonucleare Sputocultură a izolat cantitativ peste 107 UFC Haemophilus iiiflueiizae/niL, iar semicantitativ predominant și în cantitate mare (4+) aceeași bacterie Fig 13-8, Spută muco-purulentă (citologic, calitatea: categoria 4, raportul Cl/CES 20, iar „Q” = + 2) Frotiu colorat Gram, bacterioscopie cantitativă pe o insulă compactă de CI, mărire de 1000X Observați' zeci dediplococi gram-negativi „în boabe de cafea”, majoritatea intracelulari, 4 polimorfonucleare și fibrină Sputocultură a izolat cantitativ peste IO6 UFC Moraxella catarrhalis și streptococi viridans/mL, iar semicantitativ predominant (4+) M catarrhalis și streptococi viridans (3-ь) 239 Fig 13-9 Spută purulentă (citologic, calitatea: categoria 5, CI/CES peste 20, iar „Q” = +3) Bacterio-scopie cantitativă pe frotiu colorat Gram, mărire de 1 000X Observații', zeci de bacili gram-negativi mai frecvent în perechi și capsulați asociați cu 6 polimorfonucleare și fîbrină Sputocultura a izolat cantitativ peste 10b UFC Klebsiella pneumoniae patogenă pentru șoarece/mL, iar semicantitativ predominant (4+) aceeași bacterie Comunicarea asocierii semnificative a unei bacterii cu celulele inflamatorii din spută orientează rapid tratamentul antimicrobian al pacienților pneumoniei Și în spută, dar mai ales în fluidul de spălătură bronșică, un reper calitativ important, ușor de identificat, sunt celulele ciliate ale epiteliului respirator într-un context inflamator, bacteriile asociate lor capătă semnificație clinică (fig 13-10), chiar în prezența unor celule epiteliale scuamoase, care pot fî de contaminare orofaringiană, dar și se metaplaziere a epiteliului traheo-bronșic (vezi mai jos) Deoarece ATT poate vehicula și bacterii de colonizare tranzitorie a tractusului respirator inferior, bacterioscopia acestui prelevat trebuie interpretată tot cantitativ 3) Bacterioscopia prelevatelor necontaminate Pe frotiurile din exsudat pleural, aspirat pulmonar transtoracic sau probe biopsice, prezența bacteriilor este semnificativă ca atare fără a fi necesare relații cantitative 13 3 3 2 Examinarea frotiului colorat Giemsa: detalii citologice cu interes pentru microbiolog Fig 13-10 Spălătură bronșică Frotiu colorat Gram, mărire de 1 OOOX, dar raporturile de mărire modificate pentru reproducere A) Celule ciliate de descuamare și celule inflamatorii B) Observații', zeci de bacterii pneumococoide și hemofiloide asociate cu 3 celule mature de exfoliere din epiteliul respirator 240 Celulele expectorate pot fi împărțite în celule inflamatorii și celule de exfoliere (fig 13-11) 1) Celule inflamatorii Obișnuit determinăm procentul acestor celule în expectorații Polimorfonuclearele neutrofile (PMN) pot fi integre sau în diferite stadii de dezintegrare Celulele integre au nucleul segmentat în mai mulți lobi și citoplasmă cu granulații fine azurofile Se pot observa conglomerate de granulații, granulații toxice și particule fagoci-tate Au dimensiunea cuprinsă între 1015 pm, dar dimensiunile variază de la un preparat la altul și chiar pe același preparat, funcție de procesele degenerative și de uscare-fixare Sunt prezente în număr mare în inflamații de natură infecțioasă (bacteriană, virală), după agresiuni fizice sau chimice ale mucoasei bronșice Fig 13-11 Schematic, citologia exsudatelor expectorate sau prelevate bronhoscopic: a) celulă ciliată; b) celulă cu ciliocitophtorie, ca în gripă; c) celulă caliciformă; d) celulă intermediară și e) celule bazale ale epiteliului respirator; f) granulocit poli-morfonuclear; g) granulocit eozinofil: h) celulă epi-telială scuamoasă; i) macrofag alveolar, celulă care poate să apară și binucleată Expectorația bronșiectazicilor cuprinde până la 90% PMN, în special dezagregate Sunt frecvente în expectorația astmaticilor, chiar în absența infecției Macrofagele și histiocitele sunt, după PMN, cele mai frecvente celule în exsudatele căilor respiratorii inferioare Au diametrul de 10—40 um, citoplasmă multă, uneori microvacuolară, alteori umplută cu elemente fagocitate: granulații brun-verzui (cel mai frecvent „granule de praf’, dar pot fi și celule cardiace cu pigment feric), lipide, hematii, celule nucleate etc Nucleul unic, oval, este situat excentric Uneori au doi sau mai mulți nudei Monocitele, precursori ai macrofagelor și histiocitelor, au talie mai mică, nucleul invaginat, mai fin reticulat și citoplasmă relativ clară Eoflnofilele pot avea unele particularități într-o expectorație proaspătă, bine etalată, apar ca celule cu volumul PMN, cu nucleul bi- sau trilobat și cu granulații roșii, mari, strălucitoare, clar diferențiate Dar adesea eozinofilele, prinse în trama de mucus, au morfologia mai puțin bine precizată și nucleul micșorat, iar granulațiile pot fi mai puțin distincte, cu o nuanță spre albastru Uneori trebuie să ne limităm numai la celule sparte, dar ale căror granulații roșii strălucitoare permit o identificare Când ne rezumăm numai la examinarea frotiului colorat Gram, aceste granulații eliberate prin liza eozinofilelor pot fi confundate cu bacterii hemofîloide Prezența eozinofilelor în exsudatele căilor respiratorii inferioare trebuie interpretată prudent în număr mic ele pot să apară în orice proces inflamator acut sau, mai ales, subacut La copilul mic, când inflamații cronice ale tractusului respirator inferior 241 determină un proces alergic post-infecțios (bronșită astmatiformă), prezența eozinofilelor pe fond de polinucleoză are valoare diagnostică deosebită La pacienți cu bronșită cronică pot constitui până la 5% din celulele expectorate In schimb, la pacienții cu astm bronșic 20-90% din celulele expectorate sunt eozinofile Limfocitele apar cu morfologia caracteristică (nucleu mare cu desen cromatinian estompat și citoplasmă redusă, slab bazofilă) în număr destul de redus în expectorații Le întâlnim în expectorația astmaticilor și a copiilor cu bronșită astmatiformă în contextul inflamator dominat de PMN, eozinofile și macrofage Mai rar le întâlnim în complicațiile bacteriene ale virozelor pulmonare, când în contextul inflamator putem găsi și plasmocite, celule ovale cu nucleul excentric, adesea cu cromatina dispusă „în spițe de roată”, uneori picnotic, și citoplasmă bazofilă Proporția limfocitelor crește în expectorația puseelor de acutizare ale bronșitei cronice Limfocitele sunt frecvente în expectorația bolnavilor de tuberculoză pulmonară 2) Celule de exfoliere a epiteliului respirator în exsudatele tractusului respirator inferior apar celule din toate cele trei faze ale epiteliului respirator alături de care pot fi identificate celule epiteliale degenerate și celule metaplazice Indiferent de vârstă, nucleii celulelor epiteliului respirator au aspect asemănător: ovali sau rotunzi, mici; ocazional aceste celule pot fi binucleate, cu structura cromatiniană ușor de identificat Celulele cilindrice ciliate au corpul alungit, cu polul bazai îngustat și cel apical cu platou de cili scurți, observați la o mărire puternică Nucleul oval este situat parabazal Exfoliază frecvent în bronșita cronică (până la 20% din totalul celulelor exfoliate) ca celule izolate, intacte sau degenerate în astmul bronșic apar sub formă de mase celulare, creola bodies în infecțiile cu Mycoplasma pneumoniae și în viroze respiratorii, în special gripa, se exfoliază celule degenerate, fără cili: ciliocitophtoria Celulele bazale sunt mici cu citoplasmă redusă în raport cu volumul nucleului și, la un examen superficial, pot fi confundate cu limfocitele Diferențierea o face nucleul, care la celulele bazale are structura cromatiniană mai puțin densă Celulele mediane sunt mari, cu citoplasmă mai bogată și aspect frecvent poligonal Exfoliază în număr mare în toate procesele de iritare bronșică: infecții, substanțe iritante etc în sputa bronșiticilor cronici celulele bazale constituie până la 67-77% din totalul celulelor bronșice exfoliate Celulele metaplazice sunt elemente heterotope a căror interpretare depășește cadrul microscopiei uzuale a sputei Se pot găsi izolate sau în placarde Cea mai frecventă heterotopie este metaplazia epiteliului bronșic în epiteliu scuamos Apare frecvent în pneumopatii cronice inflamatorii (bronșită cronică, bronșiectazie, abcese pulmonare, tuberculoze, infarcte pulmonare vechi, sarcoidoză), dar poate fi și neoplazică Interpretarea citologiei exfoliative în asemenea circumstanțe cere experiență citologică Unele caractere foarte generale pot fi doar orientative Astfel, dacă metaplazia reproduce parțial planul de structură al epiteliului scuamos, ne înscriem cu probabilitate în parametri inflamatori Prezența însă de celule fibră de tip scuamos, de fapt de strat scuamos cu keratinizare, prezența de celule în placarde cu anizocitoză, anizocarioză, un aranjament dismorf al elementelor în cadrul placardului reprezintă un semnal de alarmă ca produsul să fie examinat de către histopatolog Cei interesați de microscopia elementelor non-celulare ale expectorației pot consulta avantajos lucrarea lui MEDICI și CHODOSH (1981) 242 13 3 4 Fluidifierea Fluidifierea permite omogenizarea probelor și este indispensabilă pentru sputo-cultura cantitativă într-un tub cu perle de sticlă, amestecă un volum de spută, din ultima baie de spălare, cu un volum din soluția proaspătă 0,5% de N-acetil-L-cisteină sterilizată prin autoclavare 20 minute la 121 °C Agită ușor Fluidifierea se produce în câteva minute Evită agitarea excesivă care, prin aerare, oxidează acetil-cisteina și determină repolimeri-zarea mucinei 13 3 5 Cultivarea probelor 1) Mediile de cultură recomandate sunt: agar-sânge și agar-sânge șocolat ambele pe bază de infuzie de cord bovin, și un mediu diferențial lactozat (agar Mac Conkey sau cu eozină și albastru de metilen) Agarul-sânge este minimum indispensabil Permite izolarea majorității bacteriilor implicate în etiologia ITRI acute, iar o strie de stafilococ auriu însămânțată peste ariile de epuizare a probei permite, prin fenomenul de satelitism, izolarea și identificarea în cultură primară a speciilor de Haemophilus Agarul-sânge șocolat depistează hemofilii cu sensibilitate mai mare și este indispensabil izolărilor cantitative Utilizarea mediilor diferențiale lactozate este facultativă: favorizează urmărirea bacililor gram-negativi reperați microscopic 2) Izolarea semicantitativă Epuizează în patru cadrane pe plăcile cu mediu agarizat câte o ansă din proba de spută omogenizată sau numai spălată Dacă pentru izolare utilizezi numai agar-sânge, însămânțează, perpendicular peste striurile sectoarelor 4-2 de epuizare, câte o strie de S aureus Izolarea hemofililor este favorizată dacă pe al doilea sector de epuizare al plăcii cu agar-sânge șocolat plasezi o rondelă cu 10 pg bacitracină Reperarea pneumococilor în sputocultură și sensibilitatea depistării lor sunt ameliorate dacă în al doilea sector de epuizare a probei pe placa agar-sânge depui o rondelă de 4 pg optochin însămânțează în mod similar aspiratele hipofaringian, cele bronhoscopice sau transtraheale 3) însămânțarea cantitativă a expectorațiilor este facultativă și costisitoare Diluează proba omogenizată IO-2 și IO’3 în soluție Ringer lactozată Epuizează câte 0,1 mL din fiecare diluție pe câte o placă cu mediu de izolare Izolarea cantitativă din prelevatele prinperiaj bronșic este obligatorie Agită viguros pe Vortex tubul cu peria imersată într-un mL soluție Ringer lactozată Epuizează cantități de 0,01 și 0,001 mL din suspensie pe câte o placă cu mediile de izolare recomandate Folosește pentru aceasta anse calibrate (vezi Cap 6) 4) Incubează culturile peste noapte, aerob, la 37°C; cele pe agar-sânge și pe agar-sânge șocolat în borcan cu lumânare A doua zi, examinează culturile și înregistrează izolatele pe tipuri de colonii, semicantitativ sau cantitativ, în raport cu modul de însămânțare 243 La epuizarea cantitativă, ține cont că o colonie de pe placa însămânțată cu 0,1 mL din diluția IO"2 semnifică IO3 UFC/mL, respectiv IO4 UFC/mL în cazul diluției IO-3 La probele de periaj bronșic, ținând seama că peria prelevă cca 0,001 mL, fiecare colonie rezultată după epuizarea ansei de 0,01 mL semnifică cel puțin 105 UFC/mL exsudat Din expectorațiile care îndeplinesc exigențele citologice de calitate și sunt prelucrate conform indicațiilor precizate, izolăm numai 1-2 bacterii cu creștere 4+ sau 3+, după epuizarea semicantitativă, sau peste IO5-6 UFC/mL, după epuizarea cantitativă Este rezonabil ca în cazul probelor cu mai mult de 3 izolate în cantitate mare să sistăm identificarea la nivel microscopic și să nu tentăm antibiograma pentru că nu putem argumenta, de obicei, pentru nici unul în mod convingător, semnificația clinică în aceste cazuri antibioticoterapia condusă pe baza raționamentului clinico-epidemiologic este mai utilă Dacă nu regăsești categoriile microscopice bacteriene depistate pe frotiul direct în asociație semnificativă cu leucocitele sau celulele bronșice (revezi fig 13-6, 7, 8, 9, 10) printre izolatele predominante și în cantitate mare, reincubează plăcile până la 48 de ore Procedează la fel și în cazul probelor prelevate de la pacienți sub antibioticoterapie 13 3 6 Identificarea izolatelor și comunicarea rezultatelor Nivelul până la care conducem identificarea izolatelor care întrunesc un minim al criteriilor de semnificație clinică depinde de: • contextul clinic a! pacientului și • confruntarea dintre sputocultură și citobacterioscopia cantitativă Identificarea comensalilor rezidenți ai oro-faringelui, cum sunt streptococii viridans, corynebacteriile, neisseriile nepretențioase, stafilococii coagulazo-negativi, Candida spp , se oprește la nivel de grup Izolatele care se regăsesc semnificativ asociate leucocitelor pe frotiul direct din spută trebuie identificatre până la nivel de specie 1) Streptococii Streptococii oc-hemolitici trebuie diferențiați în pneumococi, cu semnificație clinică posibilă, și streptococi viridans, Iară semnificație clinică Sensibilitatea la optochin identifică prezumtiv pneumococii, iar solubilitatea în bilă o confirmă De dorit pentru confirmarea identității pneumococilor ar fi reacția de umflare a capsulei sau o aglutinare pasivă Streptococii Ș-hemolitici trebuie identificați până la nivelul grupului antigenic prin precipitare inelară sau o aglutinare pasivă Sensibilitatea la bacitracină rămâne numai un test prezumtiv de diferențiere în streptococi grup A și non-grup A Streptococii nehemolitici se înregistrează ca atare: nu sunt identificați în continuare și nici comunicați Numai în pneumoniile congenitale și neonatale, streptococilor oc-hemolitici și nehemolitici li se vor testa capacitatea de hidroliză a hipuratului și creșterea pe agar cu esculină bilă pentru a diferenția corect streptococii grup В și D care, în acest context, pot avea semnificație clinică 2) Hemofilii trebuie identificați până la nivel de specie pe baza caracterelor de cultură și necesităților nutritive în factorii X și V 244 3) Neisseriile Caracterele microscopice, de cultură și reacția oxidazei pozitivă le identifică la nivel de gen în măsura în care citobacterioscopia atestă semnificația clinică a acestor izolate, testează creșterea pe mediul Thayer-Martin modificat pentru a diferenția meningococii de Moraxella catarrhalis Oricum, coloniile alb-cenușii, friabile și intens oxidazo-pozitive sunt puternic sugestive pentru M catarrhalis, 4) Enterobacteriaceele pot cauza ITRI la gazde compromise în condiții de spitalizare sunt implicate și alte specii în afară de K pneumoniae sau tulpini hemolitice de E coli Eforturi de identificare în cadrul familiei până la nivelul de gen și specie sunt justificate numai în circumstanțe clinico-epidemiologice sugestive și când citobacterioscopia cantitativă atestă asocierea semnificativă a bacililor gram-negativi cu leucocitele (v fig 13-9) Tranșarea semnificației enteronacteriaceelor izolate în sputocultură poate necesita prelevări care șuntează contaminarea oro-faringiană 5) Bacilii gram-negativi nefennentativi izolați în sputocultură presupun, în general, comentarii similare celor pentru enterobacteriacee Identificarea bacilulului piocianic, cel mai important reprezentant al grupului, se face pe baza caracterelor de cultură (pigmentogeneză, capacitatea de a cultiva la 41°C ș a ), dar frecvent tulpinile izolate de la pacienți cu fîbroză chistică sunt nepigmentogene și trebuie să recurgem la teste biochimice de identificare Restul izolatelor sunt înregistrate la nivel de gen sau grup (e g , Flavobacterium spp sau Pseudomonas spp diferită de P aeruginosa etc ), identificarea speciei urmând numai în caz de semnificație clinică demonstrată 6) Dintre stafilococi se impune identificat S aureus restul îi înregistrăm numai ca stafilococi coagulazo-negativi fără a-i comunica La pacienți sub terapie antimicrobiană, mai ales în condiții de spitalizare, semnificația clinică a S aureus trebuie argumentată prudent 7) Bacilii gram-pozitivi Corinebacteriile le înregistrăm ca bacili difterimorfi numai pe baza caracterelor de cultură și microscopice însă la pacienți tineri, care au contacte cu animalele și sunt în condiții de imunodeficiență sau imunosupresie, prezența bacililor corineformi în spută poate sugera o infecție cu Rhodococcus equi și impune aprofundarea identificării Posibilitatea unei nocardii trebuie apreciată în raport cu circumstanța clinică (revezi tabelul 13-1) Izolare a în sputocultură a bacililor antracoizi, calificați obișnuit drept contaminanți, trebuie interpretată prudent la gazda compromisă, la care, ocazional, Bacillus cereus și B subtilis au fost semnalați ca o cauză de infecții pulmonare 13 3 7 Metode neconventionale de izolare Tulpinile S ale pneumococilor și serovarurile 0:1-3 de Klebsiella pneumoniae implicate în infecții respiratorii, sunt virulente pentru șoareci, la care determină infecție septicemică mortală în 24-72 ore Excepție fac tulpinile unor serovaruri de pneumococi, e g , serovarul 14 Laboratoarele care dispun de facilitățile necesare pot încerca injectarea expectorațiilor la șoareci când citobacterioscopia sugerează aceste etiologii 245 13 3 8 Comunicarea rezultatelor Comunică izolatele în cantitate de cel puțin IO5*6 UFC/mL sau izolatele predominante și în cantitate mare (cel puțin 3+ la înregistrarea semicantitativă a creșterii), care se regăsesc semnificativ asociate celulelor inflamatorii pe frotiul direct în infecțiile grave, antibiograma acestor izolate poate fi efectuată chiar înaintea identificării lor până la nivelele stabilite mai sus Proporția în care bacterii cu semnificație clinică pot fi stabilite în sputa acceptată prin triajul citologic de la pacienți cu ITRI contractate în colectivitatea generală este relativ modestă: ~ 60% Asocierea sputoculturii cantitative cu inocularea la șoarece ameliorează mult, pe seama pneumococilor, izolarea bacteriilor cu semnificație clinică 13 4 EXAMENUL MICROBIOLOGIC ÎN SUSPICIUNEA TUBERCULOZEI PULMONARE 13 4 1 Microscopia Etalează frotiurile numai pe lame noi Numai la nevoie reciclează lame cu frotiurile negative pentru bacili acido-rezistenți, dar numai după ce au fost menținute minimum 48 ore în amestec sulfocromic, spălate, degresate și sterilizate prin aer cald Din sedimentul probei omogenizate (vezi 13 4 2) etalează un frotiu subțire și uniform pe o suprafață de cca 3—4/1,5 cm Frotiul efectuat din porțiuni bine alese ale probei (porțiuni purulente, cazeoase) poate da rezultate mai bune decât concentratul probei 1) Examinarea frotiului colorat Ziehl-Neelsen Examinează cu mărire moderată (obiectiv 90X IU, ocular 5X) pentru a scruta în timp rezonabil o suprafață cât mai mare Depune o picătură de ulei de cedru la mijlocul unei extremități a frotiului fără a-1 atinge cu bagheta Examinează câmp cu câmp (cca 2-5 secunde/câmp) evitând mișcarea continua a lamei Baleiajul frotiului de la o extremitate la alta permite examinarea a cca 100 de câmpuri Dacă pe primele 100 de câmpuri au fost depistați 1-3 bacili sau nu au fost observați de loc, continuă examenul pe alte 100 câmpuri de pe marginea superioară și respectiv inferioară a frotiului (fig 13-12) Examenul corect al unui frotiu poate dura până la 20 minute Artefacte acido-rezistente sunt ușor confundate cu bacili acido-rezistenți De aceea observarea numai a câtorva bacili acido-rezistenți pe tot frotiul se consemnează ca suspiciune și se solicită examinarea unei noi probe 2) Examinarea frotiului colorat fluorescent cu auramină se face inițial cu obiectivul 20X și ocularul 10X, iar confirmarea bacililor depistați, prin examinarea acelorași câmpuri cu obiectivul 40X Examenul a 30 de câmpuri (cca 1-3 minute) echivalează cu scrutarea prin Fig 13-12 Baleiajul microscopic al unui frotiu colorat Ziehl-Neelsen pentru bacilo-scouia snutei schematic 246 obiectivul cu imersie a celor 300 de câmpuri de pe frotiul colorat Ziehl-Neelsen Metoda elimină rapid frotiurile negative, cele pozitive urmând a fi confirmate prin examinare cu imersia a aceluiași frotiu recolorat Ziehl-Neelsen Comunică rezultatele semicantitativ (tabelul 13-4) Tabelul 13-4 Microscopia pentru micobacterii: comunicarea semicantitativă a rezultatelor Număr de bacilî/câmp microscopic înregi strare-comu n i care Colorația Ziehl-Neelsen 0/100 de câmpuri IU 1-3/300 de câmpuri IU 4-9/100 de câmpuri IU 10-100/100 de câmpuri IU 100/100 de câmpuri IU Colorație fluorescență 2/câmp examinat cu obiectiv 40X Absenți bacili acido-rezistenți Consemnează numărul și solicită examinarea unei noi probe Slab pozitiv (+) Moderat pozitiv (++) Intens pozitiv (+++) Intens pozitiv (+++) 13 4 2 Decontaminarea, omogenizarea și concentrarea probelor Sputa, aspiratul bronșic sau gastric conțin numeroase microorganisme cu creștere rapidă care invadează și degradează mediul de izolare înaintea apariției culturii bacililor tuberculozei sau altor micobacterii cu creștere lentă în aceste prelevate mucoase repartiția bacililor este neuniformă, frecvent conțin particule de material solid provenit din pulmoni, care trebuie examinate Decontaminarea chimică realizează concomitent fluidifierea și omogenizarea probelor necesare concentrării micobacteriilor, Multitudinea metodelor de decontaminare chimică demonstrează că nici una nu este ideală Decontaminarea prin soluție de NaOH este cea mai simplă și accesibilă, dar poate afecta viabilitatea micobacteriilor Pentru a minimiza acest inconvenient nu depăși concentrația finală de 2% NaOH în probă și nu prelungi timpul de contact peste 30 minute (inclusiv durata centrifugării) Procedura, într-un tub de centrifugă cu capac (protecția contra aerosolilor) pipetează în volume egale proba și soluția 4% de NaOH Menține tubul 15-20 minute la 25°-30°C cu agitare inițial îngrijită, apoi la fiecare 5 minute în final adaugă 1 mL alcool etilic de 96° pentru fiecare 5 mL conținut și centrifughează 10 minute la cel puțin 13 000 xg Decantează supernatantul într-un container de siguranță microbiologică (v fig 2-14) și șterge buza tubului cu un tampon din vată înmuiat în alcool de 70° Adaugă o picătură din soluția indicator albastru de bromtimol și neutralizează imediat sedimentul adăugând cu picătura, până la culoarea verde ca iarba, persistentă, soluție 2 M de HO în final adaugă o picătură din soluția cu 8 000 U L penicilină/mL 13 4 3 Izolarea însămânțează sedimentul probei pe 3-5 pante cu mediu Lowenstein-Jensen, cca 0,25 mL per tub Sensibilitatea izolării crește cu numărul tuburilor însămânțate După incubare 24 ore la 37°C în poziție foarte înclinată, care asigură scăldarea integrală cu 247 fluid a pantei, pentru adsorbția inoculului, incubează în poziție verticală tuburile închise ermetic Examinează culturile după 2 săptămâni de incubare, inițial cu lupa, apoi cu ochiul liber, săptămânal, până la 8 săptămâni Dacă frotiul direct a depistat bacili acido-rezistenți care nu apar în cultură, incubează tuburile suplimentar până la 90 zile Identifică izolatele prin caracterele microscopice (acido-rezistență, dispoziție în corzi), de cultură (temperatura optimă și viteza de creștere, aspectul coloniilor, pigmen-togeneza), biochimice (producere de catalază și termorezisteța acesteia, producerea de niacină sau, mai bine, sensibilitatea la hidrazida acidului tiofen-2-carboxilic) Evident, între laboratoare apar inevitabil diferențieri privind nivelul până la care pot conduce identificarea micobacteriilor Laboratoarele spitalelor județene trebuie să asigure identificarea M tuberculosis și antibiograma Identificarea altor specii este de competența laboratoarelor de referință unde urmează a fi expediate tulpinile Depistarea micobacteriilor condiționat patogene în prelevate contaminate capătă semnificație clinică numai când, în absența bacililor tuberculozei, sunt izolate în cantitate mare sau izolarea lor repetată coincide cu evoluția bolii 13 5 CONDUITA ÎN SUSPICIUNEA ITRI CU BACTERI ANAEROBE Sunt indicate pentru examinare numai ATT, prelevate bronhoscopic cu dispozitiv protejat, probe biopsice Epuizează probele, în afara mediilor menționate la 13 3 5 (1) și pe agar anaerob CDC cu 5% sânge sau agar anaerob cu 5% sânge lacat de cal și antibiotice (gentamicină și vancomicină) 13 6 EXAMENUL DE LABORATOR ÎN SINDROMUL DE TUSE CONVULSIVĂ Investigația etiologică a sindromului de tuse convulsivă presupune un examen bacteriologic și unul virologic sau serologic Planificarea acestor examene trebuie transmisă telefonic laboratorului Prelevă două tampoane nazofaringiene, drept și stâng, pe cale pemazală și probe de ser sanguin în dinamică Imersează fiecare tampon în tub cu cca 1 mL soluție 1% casaminoacizi (CAS) Dacă probele sunt conservate la 4°C, examenul bacteriologic poate fi temporizat cel mult 2 ore Pentru prelevarea în vederea examenului virologic procedează conform precizărilor din Capitolul 8 La primirea în laborator: • Epuizează imediat tampoanele pe câte o placă cu agar Bordet-Gengou proaspăt preparat (de dorit selectiv prin adaos de 0,5 U, penicilină/mL) • Descarcă apoi, prin rotire viguroasă, tampoanele în soluția CAS și incubează suspensia o oră la 37°C Din fiecare probă astfel incubată efectuează câte 2 frotiuri per lamă (testul și martorul), usucă-le și fixează-le prin căldură pentru colorație imuno-fluorescentă Păstrate la 4°C frotiurile uscate și fixate pot fi examinate și după 5-6 luni Incubează plăcile cu mediul Bordet-Gengou la 37° în atmosferă umedă și urmărește, până la 4 zile, apariția culturii Identifică izolatele prin caracterele de cultură, microscopice și biochimice Identificarea definitivă prin aglutinări pe lamă rămâne de competența laboratorului de referință 248 Practic, toate laboratoarele clinice arondate marilor colectivități pediatrice trebuie să poată stabili etiologia sindromului de tuse convulsivă prin examen serologic cu baterie de antigene: aglutinare cu antigen B pertussis, RFC cu antigene virale (adenovirus, virusurile paragripale și respirator sincițial) Un număr restrâns de laboratoare poate fi antrenat, sub controlul laboratorului de referință, în eșantionajul tulpinilor de B pertussis necesar supravegherii sensibilității la antibiotice și preparării vaccinului 13 7 EXAMENUL DE LABORATOR ÎN SUSPICIUNEA LEGIONELOZEI Baza materială pentru diagnosticul etiologic al legionelozelor în laboratoarele noastre clinice abia urmează a fi realizată 13 7 1 Microscopia directă Examinăm: frotiuri din spută, exsudate bronho-pulmonare prelevate invaziv; amprente din probe pulmonare biopsice sau necropsice și frotiuri din omogenatul acestora; frotiuri din exsudatul pleural Colorația Gram este, practic, inutilă; colorația Giemenez sau colorația Dieterle prin impregnație argentică dau rezultate nesatisfacătoare Indicată este colorația imunofluorescentă directă, care are sensibilitatea cuprinsă între 0,25 și 0,75, dar specificitatea ajunge la 0,99-1,00 când se utilizează martori adecvați Martorii trebuie să controleze posibilitatea fluorescenței altor bacterii prin reacții încrucișate (e g , pseudomonade, Xanthomonas maltophilia, Bordetellapertusis, tulpini de Bacteroides fragilis), prin anticorpi naturali din conjugatele utilizate (e g , antipneu-mococici, antistreptococici), prin fixare nespecifică a conjugatelor (Staphhylococcus aureus) ori contaminarea reactivilor și lamelor de microscop cu legionele din mediul ambiant Astfel sunt necesare: • preparate microscopice pozitive și negative dintr-un prelevat similar celui examinat; • frotiuri din suspensii de Legionella^ • frotiuri din suspensii ale altor bacterii; • o bună cunoaștere a morfologiei legionelelor Colorația imunofluorescentă directă necesită conjugate polivalente, care identifică multiple serogrupe sau specii de Legionella și monovalente pentru identificarea specifică a speciilor, serogrupelor și serovarurilor 13 7 2 Izolarea Cultivăm prelevate de la nivelul căilor respiratorii, exsudat pleural, când există, și putem tenta hemoculturi Epuizează prelevate necontaminate pe câte o placă cu agar-sânge și cu agar BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract), care prin conținutul în clorhidrat de L-cisteină și 249 pirofosfat feric satisface exigențele nutritive specifice legionelelor, iar prin cărbunele activat previne oxidarea fotochimică a extractului de levură Decontaminează sputa fie prin spălare timp de 5 minute în baie cu tampon 0,2 M HC1-KC1 pH 2,0, fie prin încălzire 1-2 minute în baie de apă la 60°C Pentru hemoculturi folosește mediul CYE difazic adiționat cu L-cisteină și pirofosfat feric Incubează culturile aerob la 37°C și urmărește-le timp de 7 zile Singura carboxifilă este Legionella gormanii îi asigurăm izolarea în borcan cu lumânare în general, concentrații de COn peste 5% sunt inhibitoare pentru legionele Numai pe mediul BCYE, abia după 2-3 zile de incubație apar primele colonii de Legionella, inițial în ariile dens însămânțate, mici punctiforme Diametrul lor crește progresiv la 1-2 mm după 3 zile de incubare Sunt rotunde, cu margini ușor neregulate, convexe, strălucitoare, verzui Repică 2-3 colonii pe un mediu clar, e g , agar Feeley-Gomian pentru a acumula cultura pură necesară identificării Dacă specificitatea izolării legionelelor este de 1,0, sensibilitatea nu depășește 0,80 13 7 3 Diagnosticul serologic Prelevă, în dinamică, probe de ser acut (până în a 7-a zi de boală) și de convalescent (după 3-4, eventual și 6 săptămâni de la debutul bolii) Urmărim anticorpii prin imunofluorescență indirectă Semnificative pentru diagnostic sunt titruri peste 1:128 (L pneumophilă) sau 1:256 (alte specii) ori o creștere de minimum 4X a titrului în serurile tardive față de cel precoce 13 8 EXAMENUL MICROBIOLOGIC ÎN SUSPICIUNEA ACTINOMICOZEI PULMONARE Expectorația pacienților cu actinomicoză sau nocardioză pulmonară conține frecvent, dar nu în mod necesar, granule de „sulf" Examinează atent, pe fond negru, cu lupa, băile de spălare a probelor pentru depistarea acestor granule 13 8 1 Microscopia Dacă expectorația conține granule, examinează-le microscopic conform indicațiilor de la 11 4 2 pentru depistarea microcoloniilor tisulare ale actinomicetului In absența granulelor, urmărește prezența elementelor pseudohifale întrețesute în micelii laxe sau fragmentate în forme bacilare, ramificate, difterimorfe Prin colorație Ziehl-Neelsen sau Kinyoun modificate, diferențiază nocardiile, cu acidorezistența lor variabilă, de Actinomyces spp organisme neacidorezistente 250 13,8 2 Izolarea Spală, zdrobește și însămânțează granulele de „sulf’ eventual depistate în prelevatul patologic în absența acestora: • Pentru izolarea nocardiilor este recomandată concentrarea prin centrifugare a expectorațiilor fluidifiate cu N-acetil-L-cisteină Epuizează probele, în duplicat sau triplicat, pe pante cu agar Sabouraud glucozat 2% (fără antibiotice) și pe plăci cu agar-sânge pe bază de infuzie cord-creier Incubează culturile aerob la 37°C Urmărește creșterea la fiecare 48 ore timp de două săptămâni sau mai mult Incubarea inițială a culturilor la 45°C favorizează cultivarea N asteroides în detrimentul bacteriilor de contaminare Frecvent N asteroides supraviețuiește decontaminării chimice a expectorațiilor pentru izolarea micobacteriilor, chiar la tratarea cu hidroxid de sodiu, și cultivă bine pe mediul Lowenstein-Jensen • Izolarea actinomicetelor anaerobe poate fi făcută și din spută cu condiția însămânțării și interpretării semicantitative a sputoculturii Izolarea unei singure colonii sau a unui număr redus de colonii ale acestor actinomicete bogat reprezentate în microbiota bucală nu are semnificație clinică Epuizează probele după cum urmează: -pe o placă cu agar-sânge pe bază de infuzie cord-creier, pentru incubare aerobă; - pe câte două plăci cu agar-sânge anaerob și agar-sânge lacat cu gentamicină și vancomicină pentru incubare anaerobă Incubează toate culturile la 37°C Examinează un set din plăcile anaerobe după două zile, iar al doilea după 5-7 zile, comparativ cu creșterea aerobă înregistrează caracterele de cultură și microscopie ale izolatelor pentru purificarea culturii și introducerea în algoritmul de identificare Nocardiile formează colonii bombate, zbârcite, cretoase, albe sau roz până la portocaliu, prăfoase, pieloase în care, microscopic, observăm filamente subțiri, monili-forme, ramificate, gram-variabile, slab acidorezistente și cu tendință la fragmentare în forme cocobacilare Microcoloniile actinomicetelor anaerobe sunt vizibile după 2-3 zile, la stereomi-croscop, cu formă de „păianjen” După 7-14 zile cresc până la 0,5-2 mm diametru și iau aspect muriform sau de molar 13 9 EXAMENUL PROBELOR ÎN SUSPICIUNEA MICOZELOR PULMONARE Examinează macroscopic și prelucrează prelevatele patologice în vederea microscopiei și cultivării în probele de spută urmărim în mod special părțile muco-purulente, mulaje bronșice, false membrane, dopuri purulente (formate din micelii fungice) La planificarea examenelor microbiologice intraoperatorii cere prelevarea oricăror tumori fimgoase intracavitare suspecte de aspergilom Urmărește și înregistrează, pe preparatele microscopice directe, umede și colorate, prezența și caracterele elementelor fungice în vederea identificării preliminare a levurilor sau a fungilor fîlamentoși, a argumentării semnificației clinice și a cultivării 251 Sensibilitatea depistării fungilor în diferite prelevate din infecțiile bronhopulmonare am precizat-o mai sus (revezi 13 1 4) Acum insistăm și asupra specificității Prezența fungilor, patogeni sau oportuniști, în prelevate corect recoltate prin metode invazive, care șuntează contaminarea oro-faringiană, are semnificație clinică La examinarea prelevatelor contaminate, microscopia directă are o contribuție majoră pentru interpretarea semnificației fungilor depistați • Levurile care, prin formă, dimensiune, prezența, numărul și modul de atașare a blastoconnidiilor, dispoziția intra- sau extracelulară, evocă forma tisulară a unor anume fungi dimorfi sau prin prezența capsulei evocă Cryptococcus neoformans trebuie acceptate cu semnificație clinică, fiind microorganisme care determină infecții exogene • Prezența în sputa proaspătă a hifelor adevărate și pseudohifelor cu artroconidii și blastoconidii evocă o specie de Trichosporon cu semnificație clinică • în schimb prezența levurilor înmugurite, rotunde sau ovale, cu diametrul de 2-4 pm, chiar însoțite de pseudohife cu extremități rotunjite și blastoconidii terminale nu semnifică în mod necesar o candidoză bronho-pulmonară Aceeași morfologie o au și speciile de Candid-a depistate microscopic frecvent în secrețiile oro-faringiene ale pacienților cu disbioze (e g , din cauza igienei bucale precare sau antibioticoterapiei) Invers, absența din spută a levurilor și pseudohifelor de Candida, nu exclude candidoza tractusului respirator inferior • Hife groase de 8-15 pm, neseptate, hialine indică un zigomicet: mucor, Rhisopus, Absidia etc Prezența exclusivă a hifelor și izolarea repetată din spută a aceleiași specii îi argumentează semnificația clinică Zigomicetele contaminante dezvoltă în expectorații conidii • Prezența în pseudomembrane, mulaje sau dopuri bronșice ori intracavitare a unor hife mai subțiri, de 5-7 pm (chiar de 2,5 pm în aspergiloamele pulmonare), hialine, regulat septate și extensiv ramificate pseudodihotomic indică mai frecvent o specie de Aspergillus La extremitatea puțin ramificată (bătrână), hifele sunt frecvent goale, iar la cea ramificată au citoplasmă refringentă în zona activă de creștere aspectul încă neseptat pretează la confuzii cu zigomicetele Alte argumente de semnificație sunt: prezența conidioforilor cu extremitatea puternic clavată pe suprafața căreia se aliniază fialide cu câte un lanț de conidii sferice; prezența în centrul dopurilor purulente sau concrețiunilor de hife puternic balonizate, probabil conidii geminate Frecvent, dacă nu dispunem de probe biopsice, semnificația fungilor oportuniști, care pot contamina expectorațiile, rămâne a fi tranșată numai prin serodiagnostic Microscopia în suspiciunea pnemocistozei Pneumocystis cârmii, aglomerat sub formă de ciorchini în exsudatul alveolar, este dificil mobilizat în expectorație De aceea examenul sputei sau spălăturii bronșice este frecvent fals negativ Rezultatele ameliorate dau probele obținute prin periaj bronșic sau aspirație transtraheală Cel mai acurat diagnostic îl asigură însă examenul amprentelor de biopsie pulmonară cu torace deschis Uzual examinăm frotiuri colorate Giemsa, dar sunt indicate frotiuri de rezervă pentru colorațiile de elecție cu albastru de toluidină sau Gomori Fungul poate fi depistat cu aspecte variate: a) forme extrachistice rotunde, unele mici de 1-3 pm; b) chiști cu 252 diametrul de cca 7 pm, care conțin 2-8 forme intrachistice mici, uneori semilunare Chiștiî sunt identificați mai ușor pe frotiurile colorate Gomori cu nitrat de argint-metenamină, prin prezența unei perechi de îngroșări parietale în formă de virgulă Izolarea, însămânțează probele pe: • agar-sânge pe bază de infuzie cord-creier cu incubare aerobă la 37°C pentru izolarea formei levurice a fungilor dimorfi; la suspiciunea blastomicozei utilizează, suplimentar, și o placă cu același mediu de cultură fără sânge • agar Sabouraud glucozat 2% pentru izolarea formei miceliene a fungilor dimorfi, a fungilor fîlamentoși sau a levurilor Pentru izolările din prelevate contaminate însămânțează în paralel aceleași medii cu amestec selectiv de antibiotice: penicilină 20 U L/mL, cloramfenicol 50 pg/mL și cicloheximidă 500 pg/mL Vezi amănuntele tehnice privind condiționarea mediilor, însămânțarea, incubarea și urmărirea culturilor, măsurile de siguranță antiepidemică în Cap 2 6 Identificarea corectă a multor fungi depășește capacitățile laboratorului clinic Expediază asemenea tulpini laboratorului pentru identificare și antibiogramă 13 10 INVESTIGAȚIA ETIOLOGICĂ ÎN PNEUMONIILE INTERSTITIALE O proporție însemnată dintre pneumoniile interstițiale beneficiază de antibioti-coterapie fiind infecții bacteriene determinate de Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, C psittaci, C trachomatis, Coxiella bumetii Cum însă, chiar în condiții ideale, rezultatele examenului microbiologic sunt tardive, antibioticoterapia, în caz de necesitate, este inițiată și condusă pe criterii clinico-epidemiologice Necesitatea testării serurilor în dinamică, ser acut și ser de convalescent (după 2—3 săptămânii de la debutul bolii), întârzie mult rezultatele Doar titrarea anticorpilor IgM permite diagnostic pe probă unică de ser, în prima săptămână de boală, cu eventual impact asupra conducerii terapiei antimicrobiene 13 10 1 Mycoplasma pneumoniae Izolarea și identificarea micoplasmelor sunt rezervate unui număr limitat de laboratoare dotate cu tehnologia necesară în general laborioasă în caz de necesitate, prelevatele sunt expediate către aceste laboratoare Mycoplasma pneumoniae este foarte sensibilă la desicare, de aceea tamponul nazo-faringian trebuie descărcat imediat după recoltare, în mediul de transport: bulion nutritiv cu 0,5% serumalbumină bovină și penicilină 200 U L/mL Sputa și țesuturile pot fi expediate ca atare Conservate la 4°C, probele trebuie examinate în interval de 24 ore 13 10 2 Chlamidii Microscopia pentru depistarea incluziilor chlamidiale în expectorații este inoperantă Prelevatele destinate izolării chlamidiilor (tampon nazo-faringian, spută, aspirat hipofaringian, la care în psitacoză se adaugă sânge, biopsie splenică și hepatică) sunt 253 expediate laboratorului de referință conservate în mediul 2SP adiționat cu 5% ser de vițel sau în mediul SPG cu antibiotice (vezi Cap 40) Dacă examinarea se poate face până în 24 de ore, probele sunt refrigerate la 4°C, în caz contrar trebuie congelate la -70°C 13 10 3 Virusuri Uzual la nivelul laboratoarelor clinice se realizează prelucrarea inițială a prelevatelor (spălătură faringiană, aspirat sau tampon nazo-faringian, spută, țesut pulmonar prelevat necropsie) pentru expedierea către laboratorul de referința (revezi Cap 8) 13 11 DEPISTAREA VIERMILOR PARAZITI * Examenului preparatului umed între lamă și lamelă din spută permite depistarea ouălor de Paragonimus westermani, protoscolecșilor de Echinococcus în cazuri de ruptură a chiștilor hidatici pulmonari, larvelor de Strongiloides stercoralis sau Ascaris lumbricoides Aspectele depășesc scopurile acestei cărți Cei interesați pot consulta bibliografia recomandată 14 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECȚIILOR TRACTUSULUI URINAR (DUMITRU BUIUC) 14 1 INTRODUCERE 14 1 1 Condiția anatomoliistologică a tractusului urinar 14 1 2 Condiția microbiologică 14 1 3 Considerații clinicoepidemiologice 14 1 4 Considerații etiopatogenetice 14 1 5 Piurie și bacteriurie 14 2 PRELEVAREA, TRANSPORTUL ȘI CONSERVAREA PROBELOR 14 2 1 Prelevări uzuale Proba curată prinsă în zbor din jetul mijlociu Prelevări la copilul necooperant Proba prinsă în zbor din jetul mijlociu fără decontaminare specială a organelor genitale 14 2 2 Prelevări speciale Aspirația suprapubiană Prelevări prin cateter 14 2 3 Expedierea probelor de urină la laborator 14 3 EXAMENUL CITO-BACTERIOLOGIC UZUAL AL URINEI A Metoda de referință 14 3 1 Microscopia Pregătirea probelor Examenul preparatului umed în cameră hemocitometrică Examenul frotiului colorat Gram В O procedură economică 14 3 2 Urocultura cantitativă prin însămânțare cu pipeta 14 3 3 Urocultura cu ansa calibrată 14 3 4 Citirea uroculturilor cantitative 14 3 5 Identificarea izolatelor și comunicarea etapizată a rezultatelor 14 3 5 Urocultura cantitativă prin testul amprentei 14 4 DIFERENȚIEREA BACTERIUR1EI VEZ1CALE DE BACTER1URIA RENALĂ Prelevări prin cateterizare ureterală Prelevări prin cateter Foley cu spălarea vezicii urinare Detectarea în sedimentul urinar a bacteriilor coafate cu anticorpi 14 5 EXAMENUL BACTERIOLOGIC AL URINEI PENTRU IZOLAREA UNOR PATOGENI SPECIFICI 14 5 1 Urocultura pentru diagnosticul tuberculozei renale 14 5 2 Urocultura pentru izolarea bacililor tiflei 14 5 3 Examenul urinei pentru depistarea leptospirelor 14 1 INTRODUCERE Infecția tractusului urinar (ITU) este una din cele mai frecvente condiți patologice Predicția pozitivă pentru ITU a simptomatologiei clinice oscilează în jur de 0,5, chiar mai redusă în cazul sindromului uretral la femei Un număr apreciabil de ITU evoluează asimptomatic, iar la copilul sub vârsta de 2 ani simptomatologia ITU este nespecifică De aceea, cel mai mare număr de probe care aglomerează laboratorul clinic sunt cele de urină, a căror examinare microbiologică cere un anumit discernământ pentru a nu epuiza resursele laboratorului în investigații Iară finalitate sau chiar cu rezultate eronate, dăunătoare pentru pacient 255 14 1 1 Condiția anatomo-histologică a tractusului urinar Sistemul urinar este format din cei doi rinichi, căile urinare intra- și extrarenale Partea glandulară a rinichiului coafează sinusul, o mare cavitate adjacentă hilului renal Sinusul conține bazinetul renal, țesut conectiv lax și țesut adipos prin care trec spre și dinspre porțiunea glandulară nervii, arterele, respectiv venele și vasele limfatice Bazinetul renal se continuă la nivelul hilului cu ureteral prin care urina ajunge în vezica urinară, de unde este eliminată periodic prin uretra în bazinet se deschid calicele mari, care reunesc calicele mici Partea glandulară este concentrată în cortexul renal, care acoperă zona medulară fonnată din 8-18 piramide renale conice Baza piramidelor renale este dispusă spre cortex, iar vârful sau papila proemină în lumenul fiecărui calice mic Vârful papilei este perforat de 10-25 orifîcii prin care se deschid tubii uriniferi, Nefronul, unitatea secretorie a rinichiului, este format din segmente repartizate între cortex (capsula lui Bowman, care înconjură glomerulul vascular renal, tubii contorți proxima! și distal) și medulară (ansa lui Henle, care face joncțiunea dintre tubii contorți) La limita dintre corticală și medulară, fiecare tub contort distal se continuă cu un scurt tub colector Tubii colectori străbat radiar zona externă a medularei și fuzionează repetat cu alți tubi similari în zona internă pentru a forma ducturile papilare Din arterele arciforme de la joncțiunea corticalei cu medulara radiază spre periferie arterele interlobulare ale căror mici ramificații formează glomerulii renali Circulația venoasă, de retur, paralelizează arterele Aspectul striat al medularei renale este dat de tubii uriniferi și vasele sanguine aferente lor Bogata rețea vasculară limfatică din musculara și corionul bazinetului și căilor urinare extrarenale are anastomoze cu rețeaua limfatică a rinichiului Tractusul urinar, de la calice și bazinet până la uretra proximală, este acoperit de un epiteiiu „tranziționaU cu aspect variat al celulelor în raport cu gradul de distensie a mucoasei Uretra masculină are 18-20 cm lungime Partea distală și cea mijlocie sunt acoperite cu un epiteiiu columnar stratificat sau pseudostratifîcat în uretra distală apar insule de epiteiiu scuamos, care devine continuu la nivelul fosetei naviculare Glande tubulare ramificate se deschid pe partea dorsală a uretrei distale și în profunzimea anfractuozităților uretrei mijlocii; produc mucus Uretra proximală este acoperită de un epiteiiu „tranziționaU Pe peretele posterior al acestui segment se deschid cele două canale ejaculatoare și 16-32 canale excretoare ale prostatei (v fig 15-1) Uretra feminină are numai 2,5-3,0 cm lungime și este acoperită de un epiteiiu scuamos în care apar insule cu epiteiiu columnar pseudostratifîcat în profunzimea numeroaselor invaginații ale mucoasei sunt frecvente celule producătoare de mucus Limfocite izolate pot migra printre celulele epiteliale; împreună cu leucocitele eliminate prin rinichi, normal nu depășesc 400 000 celule/oră 256 14 1 2 Condiția microbiologică Exceptând uretra, tractusul urinar rămâne normal necolonizat, deși contaminări ocazionale ale urinei vezicale sunt posibile, mai ales la femei din cauza traiectului scurt și direct al uretrei In ordinea importanței, barierele antimicrobiene ale tractusului urinar sunt: • continuitatea uroepiteliului dublat de mucopolizaharid, un glicosaminoglican, care antagonizează aderența bacteriilor lipsite de liganzi speciali; • spălarea mucoasei prin fluxul normal al urinei, cu un spațiu mort minim prin evacuarea completă a vezicii în cursul micțiunii normale; • marea osmolaritate și marea concentrație de uree ca și /?H-ul scăzut al urinei fac din aceasta un mediu defavorabil dezvoltării multor bacterii; • efecte antibacteriene ale secreției prostatice și glandelor periuretrale Uretra distală este normal colonizată cu bacterii provenite de pe tegumentul perineal, din colon și vulvă Astfel în uretra distală, în cantități moderate, sunt foarte frecvenți stafilococi coagulazo-negativi, comuni bacilii difterimorfi, enterobacteriacee, enterococi, neisserii nepretențioase, Fusobacterium spp , micoplasme și ocazional prezente specii de Candida, Propionibacterium, clostridii, coci anaerobi gram-pozitivi și gram-negativi, lactobacili, micobacterii saprofite, stafilococi aurii 14 1 3 Considerații clinico-epidemiologice Infecția tractusului urinar poate fi inaparentă sau manifestă Afectează oricare segment al căilor urinare și, din cauza raporturilor anatomice, odată instalată într-un segment se extinde și la celelalte: uretrite, prostatite, cistite, pielonefrite (v fig 15-1) Uneori este un episod acut, autolimitat la căile urinare inferioare Alteori, la pacienți cu predispoziție înnăscută sau dobândită, episoadele se repetă (recurențe, reinfecții) și infecția se cronicizează Pielonefrita întotdeauna este o condiție gravă: formele acute se pot complica cu necroză papilară, cele cronice duc la insuficiență renală cu hipertensiune arterială Infecțiile tractusului urinar afectează toate vârstele La nou-născuți și sugari prevalență este mai mare la băieți decât la fetițe Ulterior raportul se inversează din ce în ce mai accentuat până la vârsta adultă Diferența dintre sexe dispare însă la vârstnici, prin creșterea mai rapidă a prevalenței la bărbați legat de afecțiunile prostatei și instrumentațiile pe care le impun Aproximativ 10-20% din femei sunt confruntate cu ITU cel puțin o dată în viață 14 1 4 Considerații etio-patogenetice Barierele antiinfecțioase ale căilor urinare sunt labile: spre deosebire de alte țesuturi, pe mucoasa vezicală fagocitoza de suprafață este practic absentă; în pelicula de urină reziduală bacteriile se pot multiplica în intervalul dintre micțiuni; efectorii complementului 257 și fagocitoza sunt ineficienți în mediul hiperton din medulara renală Variate condiții rup echilibrul microorganism-gazdă în defavoarea gazdei cu apariția colonizării sau infecției căilor urinare: • creșterea spațiului mort urinar prin pertubarea fluxului urinar: mecanică (obstrucție prin calculi, stricturi uretrale, ale colului vezical, hipertrofia prostatei, compresiuni ureterale prin expansiunea uterului gravid, a unor tumori pelvine) sau funcțională (leziuni neurologice în tabes, diabet, traumatisme medulare), • reflux vezico-ureteral; • modificarea compoziției urinare, care favorizează creșterea bacteriană (sarcină, diabet zaharat); • lezarea mucoasei prin instrumentații; • corpii străini devin o nișă pentru bacteriile care inițiază și întrețin infecția Invazia tractusului urinar se produce pe trei căi: ascendentă, limfatică și hematogenă Calea ascendentă este cea mai importantă pentru accesul bacteriilor condiționat patogene în tractusul urinar Evident, Escherichia coli este cel mai frecvent agent etiologic al ITU Numai câteva serogrupe de E coli au capacități uropatogene (01, 02, 04, 06, 07, 075) legate de adezine care recunosc receptori sfingolipidici de pe uroepiteliu (pilii P și M), abundența antigenului K, rezistența la acțiunea bactericidă a serului sanguin, producerea de hemolizină Alte serogrupe, deși predominante în microbiota colonului, produc numai ocazional coloniozări abortive ale urinei sau cistite Restul enterobacteriaceelor, enterococi sau Pseudomonas aeruginosa determină infecții cronice sau recurente pe fondul unor uropatii obstructive, disfuncții neurogene ale vezicii urinare sau după instrumentații ale căilor urinare, Staphylococcus saprophyticus este o cauză a cistitelor mai frecventă la femei tinere active sexual Coryne-bacterium urealyticum a fost semnalat recent drept cauză a ITU la pacienți în condiții de risc determinate de spitalizare, tratament prelungit cu antibiotice sau intervenții urologice Candida albicans determină uretrocistite la diabeticii necontrolați metabolic Bacteriile anaerobe nesporulate sunt ocazional cauză de infecție la pacienți cu cancer vezical Speciile ureazo-pozitive (Proteus, Klebsiella, Coiynebacterium urealyticum) alcalinizează urina și favorizează producerea de calculi, ceea ce creează dificultăți majore în eradicarea pielonefritelor determinate Calea limfatică Propagarea pe cale limfatică a infecției tractusului urinar inferior spre bazinet și rinichi este o posibilitate demonstrată experimental Calea hematogenă presupune evoluția prealabilă a unei infecții sistemice cu bacteriemie sau septicemie Localizarea renală poate fi o etapă constantă, ca în ieptospiroze, sau ocazională, cum sunt pielonefrite cu Candida albicans, cu Haemophilus influenzae, abcese renale stafilococice, tuberculoza renală, bruceloza ș a In alte infecții eliminarea renală a bacteriei se realizează fără leziuni renale clinic manifeste, ca în febrele enterice Adenovirusurile serovar 11 și 21 determină cistite hemoragice la copii, dar în general virusurile care se elimină prin urină (citomegalic, rujeolic, urlian) nu determină manifestări de ITU Apariția pielonefritei declanșează un răspuns imun umoral față de microorganismul infectant (anticorpi anti-O, anti-K, anti-lipid A, anti-fîmbrii) Nici anticorpii serici (IgM, IgG), nici cei eliminați prin urină (IgG, IgA) nu par a juca un rol în apărarea rinichiului din cauza ineficientei activări a complementului și fagocitozei în medulara renală în ITU inferioare răspunsul imun este absent infecția fiind superficială 258 La nou-născut și sugarul mic, ITU are manifestări nespecifice și particularități patogenetice care ne obligă să o suspectăm și să o investigăm la toți pacienții febrili, cu evoluție ponderală nesatisfacătoare, semne gastro-intestinale, semne cerebrale, tulburări circulatorii, icter, sindrom septicemie 14 1 5 Piurie și bacteriurie Principalele semne paraclinice ale ITU pe care le căutăm în urină sunt: piuria, care semnalează inflamația, și bacteriuria, care indică agentul etiologic Piuria este eliminarea a peste 400 000 leucocite/oră Poate avea mai multe cauze, ITU este numai una dintre ele De aceea predicția pozitivă pentru ITU a unei piurii izolate este mediocră Prezența bacteriilor în urină poate fi urmarea contaminării probelor micționate cu microbiota uretrei distale sau vulvo-vaginale, a infecției căilor urinare sau a colonizării urinei vezicale cu contaminanți ocazionali Semnificative clinic sunt: • Bacteriuriile cu bacterii patogene, indiferent de cantitatea în care sunt prezente De aceea sensibilitatea depistării acestei condiții crește după concentrarea probelor și prin utilizarea mediilor de îmbogățire • Bacteriuriile cu bacterii condiționat patogene care depășesc semnificativ statistic concentrația contaminanților uzuali ai probelor de urină corect prelevate (vezi mai jos) De aceea, bacteriuriile menționate sunt urmărite numai prin determinări cantitative Colonizarea urinei Bacteriile condiționat patogene contaminează accidental urina vezicală unde se înmulțesc realizând, tranzitoriu, bacteriurii, care nu se însoțesc însă cu piurie Lipsește deci atributul infecției bacteriene: inflamația Clasic, E H KASS (1956) a stabilit, prin cercetări la paciente cu pielonefrită, ca semnificativ pentru ITU pragul >105 UFC bacili coliformi/mL urină O dată cu noile cunoștințe privind etiopatogenia variatelor entități nosologice ale ITU, cu perfecționarea metodelor de investigare a căilor urinare și de prelevare a probelor de urină și biopsice, a devenit inevitabilă și diversificarea pragului semnificativ clinic al organismelor condiționat patogene izolate din urină Bacteriuria nu însoțește în mod necesar orice ITU: la pacienți cu simptome recurente de ITU și uroculturi sterile, prin tehnici bacteriologice convenționale și prin microscopie electronică de baleiaj, au fost demonstrate bacterii în 24% din probele biopsice din tractusul urinar și pe 42% din probele de uroepiteliu vezical cu leziuni evidente Rezultatele uroculturilor cantitative ale probelor din jet mijlociu se extind pe o gamă foarte largă de concentrații Izolatele în cantități sub IO3 UFC/mL sunt cel mai frecvent contaminanți, iar cele peste 105 UFC/mL au cel mai frecvent semnificație clinică între I03 și 105 UFC/mL cele două condiții se interpătrund (mai frecvent la femei decât la bărbați) în această zonă de interpătrundere semnificația izolatelor trebuie hotărâtă prudent, folosind datele clinice, identitatea izolatelor, eventual rezultatele furnizate de examenul unei noi probe (prelevată, la nevoie, pe cale șuntată) Dacă bacteriile cu mare capacitate de multiplicare în urină (bacili coliformi, bacii piocianic, enterococi) realizează cel mai frecvent 105 UFC/mL în urina pacienților cu ITU, pragul semnificativ pentru stafilococi este de 5 104 UFC/mL, iar pentru Candida albicans de IO4 UFC/mL 259 14 2 PRELEVAREA, TRANSPORTUL ȘI CONSERVAREA PROBELOR 14 2 1 Prelevări uzuale 14 2 1 1 Proba curată prinsă în zbor din jetul mijlociu satisface exigențele examenului cito-bacteriologic curent al urinei la adulți Facilități și materiale necesare : • Cabinet pentru recoltări încadrat cu soră special instruită și înzestrat cu: chiuvetă, săpun, hârtie de toaletă; bideu și masă ginecologică pentru recolta la femei; urinoar pentru recolta la bărbați, recipient din care se scurge pe tampoane săpun lichid și irigator instalate în dreptul bideului, mesei ginecologice sau urinoarului • Truse cu câte 5 tampoane din tifon 8/8 cm sterile Fig 14 1 Exemplu de schemă explicativă pentru paciente a prelevării probei curate de urină prinsă în zbor din jetul mijlociu (vezi textul) • Recoltoare sterile din plastic transparent cu gură largă și capac Sora asigură funcționarea corectă a dotărilor cabinetului, explică pe înțelesul fiecărui pacient instrucțiunile de recoltare, pentru a-1 face cooperant; ajută pacientele, când este cazul, să aplice aceste instrucțiuni Scheme care explică sugestiv pentru pacienți instrucțiunile de recoltare pot fi afișate pe pereții cabinetului (е ц , fig-14-1) * Scopul urmărit este în principal de a preveni contaminarea probei cu microorganisme vehiculate prin fire de păr, orice fel de particule din regiunea perineală, lenjerie, sau antrenate prin jetul de urină din uretra distală, labii, pliulbalano-prepuțial sau de pe mâini Momentul prelevării', prima urină matinală sau după cel puțin 3 ore de la micțiunea anterioară Volumul necesar', aproximativ 20 mL pentru depistarea cantitativă a microorganismelor condiționat patogene; cca 50 mL pentru depistarea unor patogeni specifici Procedura la femei : 1) Scoate lenjeria intimă 2) Spală mâinile cu apă și săpun; usucă-le cu hârtie de toaletă 3) încalecă bideul cu fața spre spatele acestuia 4) Cu o mână îndepărtează labiile mici și menține-le ca atare pe toată durata procedurii 5) Cu cealaltă mână șterge ferm vulva, în sens unic, din față spre spate, de 3 ori cu câte un tampon steril de tifon îmbibat cu săpun lichid 6) Cu ajutorul irigatoruhii, clătește abundent regiunea decontaminată cu apă caldă sterilă (apă de robinet fiartă în prealabil) pentru a îndepărta urmele de săpun 260 7) Usucă zona vulvară decontaminată cu 2 tampoane de tifon sterile prin ștergere unică din față în spate Dacă se omite uscarea, prin pelicula de lichid microorganisme din zonele nedecontaminate pot fi antrenate spre jetul de urină 8) Urinează cca 100 mL în timp ce degetele mențin, în continuare labiile depărtate 9) Fără a întrerupe jetul de urină, prinde în recoltor volumul necesar de urină (jetul mijlociu), cu precauții pentru a nu atinge gura borcanului de tegument sau lenjerie 10) Retrage borcanul din jet cât timp labiile sunt încă depărtate și micțiunea continuă, întreruperea jetului în cursul procedurii (înainte sau imediat după prinderea jetului mijlociu în borcan) poate contamina proba prin picături de urină prelinse peste zonele nedecontaminate ale vulvei La pacientele cu scurgeri vaginale trebuie să intervină sora, care pregătește în același fel regiunea vulvară, iar în final introduce în vagin un tampon steril de vată Procedura impune utilizarea mesei ginecologice Procedura la bărbați: 1) Spală mâinile cu apă și săpun; usucă-le cu hârtie de toaletă 2) Retractă prepuțul pentru a decalota complet glandul 3) Șterge glandul ferm, în sens unic, dinspre meatul uretral spre șanțul balano-prepuțial, peste fren, de 3 ori cu câte un tampon sterile de tifon îmbibat cu săpun lichid 4) Clătește glandul abundent cu apă caldă sterilă pentru a îndepărta urmele de săpun La bărbați irigatorul poate fi înlocuit cu o simplă cană 5) Usucă glandul cu 2 tampoane de tifon sterile, cu utilizare unică, procedând din față spre fren 6) Menținând în continuare glandul decalotat, urinează cca 100 mL 7) Fără a întrerupe jetul, prinde în borcanul steril cca 20 mL urină după care retrage borcanul în timp ce micțiunea continuă 14 2 1 2 Prelevarea de la copilul necooperant (nou-născut, sugar) este dificilă Decontaminează și usucă organele genitale externe și perineul Fixează în junii penisului sau vulvei orificiul unei pungi sterile din material plastic în lipsa acestui dispozitiv, trebuie pândit momentul micțiunii pentru a prinde proba într-un recoltor 14 2 1 3 Proba prinsă în zbor din jetul mijlociu de urină fără decontaminare specială a organelor genitale Indicații', • depistarea unor patogeni care nu sunt rezidenți ai colonului sau uretrei distale (bacilii tuberculozei, bacilii tiflei, leptospire); • supravegherea epidemiologică a infecției căilor urinare cu organisme condiționat patogene (consult prenatal al gravidelor, colectivități școlare sau de femei etc ) Volumul necesar : revezi 14 2 1 1 Procedura se poate efectua într-un simplu cabinet de toaletă cu facilități minimale pentru prinderea jetului mijlociu: chiuvetă cu apă și săpun, hârtie de toaletă, bideu, urinoar Practici greșite la prelevările curente: • recoltarea urinei în vas mare (oală de noapte etc ) și transvazarea probei în eprubetă pentru expedierea la laborator; • prelevarea probelor la domiciliu 261 Fig 14-2 Prelevarea urinei prin aspirație suprapubiană 14 2 2 Prelevări speciale Aspirația suprapubiană șuntează cel mai eficient contaminarea uretrală a probelor de urină Nu o elimină însă în mod absolut la femei (vezi 14 3 5 ) Indicații' Pacienți la care examinarea repetată a probelor din jetul mijlociu dă rezultate echivoce: nou-născuți și sugari, paciente adulte Este singura metodă care poate atesta semnificația clinică a bacteriilor anaerobe din urină Procedura : Pacientul, bine hidratat, se abține de la micțiune până când percuția suprapubiană depistează inechivoc matitate vezicală, iar palparea regiunii declanșează necesitatea micțiunii urgente Tegumentul pregătit, după caz, prin depilare prealabilă, este decontaminat cu alcool iodat și puncționat deasupra simfizei pubiene pentru abordarea vezicii cu o seringă de 10 mL prevăzută cu ac de 22 G (fig 14-2) Procedura este favorizată la copil, comparativ cu adultul, prin poziția mai ventrală a vezicii urinare Expediază proba laboratorului în tub de 16/160 mm în lipsa containerelor speciale, expediază direct în seringă probele destinate izolării bacteriilor anaerobe (v fig 11 1), Incidente posibile : hematurie de scurtă durată 14 2 2 2 Prelevări prin cateter Reduc riscul contaminării probei (fără a-1 elimina complet), dar expun pacientul la riscul infecției, care crește de la 1% pentru pacienții ambulatorii până la 10% pentru cei spitalizați, în special vârstnicii imobilizați la pat Indicațiile sunt limitate-, pacienți necooperanți, pacienți care nu micționează din cauze neurologice sau urologice, pacienți cateterizați pentru explorare urologică, pacienți cu cateter „a demeure“ Procedura este de competența exclusivă a specialistului urolog Manipularea aseptică și instilarea, la sfârșitul procedurii, în vezica golită complet a 50 mL soluție salină cu 40 mg neomicină și 20 mg polimixină В sau colimicină previn infecția Practici greșite, prelevarea probei direct din punga de drenaj (care poate fi invadată cu bacterii de contaminare), cultivarea vârfului cateterului (colonizat cu bacterii din uretră neimplicate în mod necesar în infecția bolnavului sau contaminat cu microbiota uretrei la retragerea cateterului) 262 14 2 3 Expedierea probelor de urină Ia laborator Indiferent de modul prelevării, probele de urină trebuie examinate microbiologic în maximum 2 ore Dacă intervalul nu poate fi respectat, probele trebuie refrigerate la 4°C imediat după prelevare Informații specifice pentru examenul microbiologic al urinei în afara datelor necesare identificării probei, cererea de analiză trebuie să cuprindă în mod expres următoarele informații: • diagnosticul clinic, • tipul prelevatului (probă curată din jet mijlociu, aspirat suprapubian etc ); • ora precisă a prelevării; • dacă pacientul a fost sub cură de diureză sau antimicrobiană; • examenul solicitat (e g , urocultură cantitativă, depistarea unui anume patogen etc ) La primirea probelor de urină în laborator verifică: • dacă informațiile necesare sunt corect completate; • dacă probele recoltate cu mai mult de 2 ore în urmă au ajuns refrigerate; • dacă volumul probei este suficient; • dacă recipientul este corespunzător tipului de prelevat și examenului solicitat Refrigerează la 4°C probele care nu pot fi examinate imediat La această temperatură condiția microbiologică a probei se menține practic nemodificată maximum 24 ore Temporizează examinarea probelor care au ajuns nerefrigerate după mai mult de 2 ore de la prelevare și a probelor care nu au precizat modul de recoltare până când, telefonic, obții garanția trimiterii corecte a unei noi probe, respectiv datele privind modul de prelevare Lipsa datelor privind tratamentul diuretic sau antimicrobian nu contraindică examinarea imediată a probei, cu condiția obținerii acestora până la interpretarea rezultatelor culturii 14 3 EXAMENUL CITO-BACTERIOLOGIC UZUAL AL URINEI A Procedura de referință este recomandă laboratoarele mari care examinează peste 50 probe de urină pe zi Are reproductibilitate mai mare decât procedura economică propusă la sucapitolul B 14 3 1 Microscopia 14 3 1 1 Pregătirea probelor Marchează pe tuburi de centrifugă cu capac volumul de 8 și 0,8 mL Centrifughează 8 mL din fiecare probă de urină timp de 5 minute la cca 300 xg și decantează 9/10 din supematant Resuspensionează sedimentul în 1/10 rămasă din supematant examinează microscopic proba astfel concentrată 14 3 1 2 Examenul preparatului umed în cameră hemocitometrică Indicații- 1) Identificarea elementelor tisulare, sanguine (leucocite, hematii), a cilindrilor urinari, a cristalelor urinare, levurilor, Trichomonas vaginalis (vezi 15 2 3), Schistosoma Cu obiectivul uscat puternic se observă și bacteriile 263 Fig 14-3 Microscopia sedimentului urinar în cameră hemocitometrica (vezi textul) Elementele frecvent întâlnite: A) 1 - leucocite nealterate; 2 — leucocite degenerate, în grămezi; 3 — hematii; 4 — cristale de urat de amoniu; 5 - picături de grăsime В) 1 - celule malpighiene; 2 — celule epiteliale vezicule aplatizate; 3 - ibidem fuzifonne; 4 - celule caudate (în rachetă); 5 - celule renale C) Cilindri renali 1 - hialin; 2 - hialin cu leucocite; 3 —hialin cu epitelii renale; 4 -leucocitar; 5-epitelial; 6-granular; 7-ceros; 8 - eritrocitar; 9 — cilindroid 2) Triajul de calitate al probelor pentru urocultura cantitativă (vezi mai jos) 3) Aprecierea piuriei Procedură' Umple camera hemocitometrică Scrutează inițial preparatul cu obiectivul 1OX apoi, pentru detalii, cu un obiectiv uscat mai puternic și lumina corespunzător diafragmată Numără diferențiat, pentru cuantificare, celulele epiteliale scuamoase și leucocitele - Rezultate (fig 14-3) 1) Hematiile sunt celule rotunde, cu diametrul de cca 7 pm, biconcave (la acționarea microvizei apar cu dublu contur), anucleate, cu citoplasmă galben pală, omogenă în urina hipertonă se ratatinează și devin crenelate, iar în urină hipotonă se umflă, se rup și apar ca „fantome64 celulare Pot fi confundate cu levuri (care au însă blastoconidii), cu cristale de acid uric cu spiculii rupți sau cu picături de grăsime (care au însă dimensiuni variabile în aceeași probă) 2) Leucocitele sunt predominant polimorfonucleare Au diametrul de 1-2 ori mai mare decât hematiile, nucleul este polilobat, iar citoplasmă granulară 3) Celulele epiteliale Celulele epiteliale scuamoase sunt mari, turtite, poligonale, descuamate izolat sau în placarde, cu citoplasmă abundentă în contrast cu nucleul mic, unic Provin din vagin sau foseta naviculară a uretrei Celulele vezicale din stratul superficial sunt rotunde sau poligonale, aplatizate, cu unul sau mai mulți nudei; cele din stratul mijlociu sunt fusiforme, iar cele din stratul profund sunt ovale până la caudate Celulele uretrale sunt cilindrice, alungite Celulele din uretere și bazinete sunt mai mici, cu aspect cilindric până la fusiform sau caudat cu nucleul în partea mai voluminoasă a celulei Din bazinete provin și celule rotunde sau ovale cu nucleul bine conturat, frecvent reunite în placarde Celulele tubulare renale pot fi mai mari decât leucocitele și sunt rotunde cu nucleul mare, unic Cilindrii pot fi hialini, biliari, leucocitari, eritrocitari, epiteliali, granulari, micști, ceroși sau grăsoși Nu trebuie confundați cu pseudocilindrii sau cilindroizii 264 Cilindrii hialini, transparenți, palizi și puțin refringenți, trebuie urmăriți cu atenție prin reglări repetate ale diafragmei de apertură Au extremitățile în „deget de mănușă" și suprafața netedă, ocazional ușor cutată Cilindrii biliari sunt cilindri hialini care, prin absorbția pigmenților biliari din urină, devin galben-transparenți Cilindrii leucocitari, refringenți, apar constituiți dintr-o matrice hialină pe care sunt fixate leucocite, unele intacte, altele degenerate și reduse la resturi nucleare cu aspect granular Cilindrii eritrocitari sunt aglomerări cilindrice, refringente, de eritrocite Liza eritrocitelor, în timp, le imprimă culoarea brun-aurie Cilindrii epiteliali, mari și refringenți, sunt constituiți dintr-o matrice hialină pe care sunt fixate, ordonat sau neregulat, celule epiteliale tabulare cu nucleul mare, rotund, și degenerescentă grăsoasă a citoplasmei Cilindrii granuloși apar prin degenerarea cilindrilor celulari Sunt refringenți, au suprafață mai fin sau mai grosolan granulară Ocazional includ leucocite și globule grăsoase Cilindrii ceroși, puternic refringenți, de culoare galbenă ca ceara, au incizuri marginale și se fragmentează ușor Rezultă printr-o degenerare mai avansată a cilindrilor celulari după stagnare îndelungată în nefroni Cilindrii micști includ într-o matrice hialină mai multe tipuri de celule: epiteliale tabulare, leucocite, eritrocite Cilindrii grăsoși au culoare galben-brună și sunt conglomerate de picături și granule lipidice cu dimensiuni vriate, care se pot observa și libere în urină Pseudocilindrii sunt formați fie din aglomerări de săruri amorfe (urați, care se solvă prin încălzire ușoară; fosfați, solubilizați prin adăugarea câtorva picături din soluția 3% de acid acetic), fie din aglomerări microbiene, care simulează cilindri granuloși Cilindroizii sunt filamente de mucină Au aspect de panglică cu dungi, marginile slab definite și, frecvent, una din extremități despicată Centrifugarea la viteze mari și manipularea brutală a sedimentului pot dezintegra cilindrii în urina cu pH alcalin leucocitele apar deformate, iar cilindrii se dezintegrează repede Colorația vitală Sternheimer-Malbin (vezi Cap 42) ameliorează fiabilitatea și reproductibilitatea examenului citologic al sedimentului urinar Pentru a ușura identificarea leucocitelor și cilindrilor care conțin leucocite, KAYE (1958) a propus colorarea cu ben-zidină a peroxidazelor (vezi Cap 42) 5) Levurile nu trebuie confundate cu hematiile: sunt mai mici, ovale sau sferice și frecvent înmugurite cu blastoconidii Interpretarea Triajul de calitate a probelor Prezența a mai mult de 15 celule epiteliale scuamoase /mm3, mai ales în asociația levuri-bacterii, semnifică o contaminare vaginală sau uretrală a probei inacceptabilă pentru urocultara cantitativă Cere imediat prelevarea corectă a unei probe curate prinsă în zbor din jetul mijlociu (vezi și 14 3 1 3 ) Aprecierea piuriei Probele cu până la 14 leucocite/mm3 sediment concentrat la 1/10 din volumul inițial de urină sunt cert fără piurie între 15 și 100 leucocite/mm3 sediment este o zonă incertă de la limita superioară a normalului Peste 100 leucocite/mm3 sediment semnifică cert piurie 265 Aprecierea sediului infecției Prezența cilindrilor leucocitari este patognomonică pentru pielonefrită, condiție în care pot fi prezenți și cilindri epiteliali sau ceroși, iar în formele grave și granuloși Absența cilindrilor leucocitari nu exclude cu certitudine pielonefrita Abundența celulelor epiteliale din vezică, uretere, bazinete cu morfologia caracteristică bine păstrată indică evoluția unui proces inflamator la nivelele respective Din nefericire nu avem totdeauna această certitudine din cauza alterării morfologiei celulare și a dificultăților de diferențiere 14 3 1 3 Examenul frotiului colorat Gram Indicații 1) Completarea triajului de calitate a probelor 2) Aprecierea piuriei 3) Selectarea probelor pentru urocultura cantitativă 4) Aprecierea posibilității uroculturii cu antibiograma pe cultură primară 5) Inițierea antibioticoterapiei de urgență în pielonefrite acute 6) Poate argumenta diagnosticul de candidoză urinară când depistează levura în concrețiuni fungice vezicale eliminate spontan (fig 14-4), prelevate prin cistoscop sau în probe biopsice de mucoasă vezicală Procedura: Prelevă cu ansa cca 0,01 mL din sedimentul resuspensionat al probei de urină și depune picătura, fără etalare, pe o lamă de microscop Pentru economie de timp și material, pe o singură lamă se pot efectua până la 8 asemenea frotiuri Usucă, fixează prin căldură, colorează Gram și examinează cu mărire de 1 000X fiecare frotiu cca 30 secunde Rezultate: Urmărește și înregistrează microorganismele după categoria microscopică și următoarea scală semicantitativă: numeroase, dacă le observi pe fiecare câmp; ocazionale, dacă observi mai mult de 4 microorganisme; rare dacă observi 1-4 microorganisme; absente, dacă nu le observi în condițiile precizate Urmărește și înregistrează, după aceeași scală semicantitativă, prezența celulelor epiteliale scuamoase și a leucocitelor Interpretare Triajul de calitate a probelor: Prezența a mai mult de o categorie microscopică microbiană asociată cu numeroase celule epiteliale scuamoase semnifică o contaminate vaginală, inacceptabilă, a probei Aprecierea piuriei: Prezența a numeroase leucocite indică piuria cu următorii indicatori de performanță: predicția pozitivă 0,94; predicția negativă 0,74; sensibilitatea 0,52 și specificitatea 0,98 Selectarea probelor pentru urocultura cantitativă: Probele cu 10 leucocite/mm3 confirmă piuria Concentrația de 3-10 leucocite/mm3 are eficacitate prognostică inacceptabil de redusă; dacă necesitatea diagnostică© impune, este necesară determinarea ratei de eliminare orară a leucocitelor prin urină Reamintim că peste 400 000 leucocite eliminate pe oră semnifică piurie Efectuează concomitent și frotiul pentru colorația Gram (vezi 13 3 1 3 ) La mărire de 1000X, prezența în medie per câmp microscopic a unui leucocit semnifică piurie, iar a 1-2 bacili gram-negativi bacteriurie semnificativă (>105UFC/mL) Prezența, în camera de numărat elemente figurate, a >5 celule epiteliale scuamoase per câmp la mărire de 100X, alături de prezența pe frotiul colorat Gram de microorganisme în asociație (bacili gram-pozitivi, levuri, bacili gram-negativi) indică o contaminare inacceptabilă a probei Elimină de la testare probele cu contaminare inacceptabilă (indică prelevarea corectă a unei noi probe) și a probelor cu piurie și bacterioscopie negative Efectuează testul amprentei la probele cu piurie, dar cu bacterioscopie negativă Efectuează urocultura cantitativă pentru probele cu piurie și bacterioscopie pozitive Această metodă economică are, comparativ cu metoda de referință, parametri de eficacitate asemănători, dar reproductibilitate mai mică Are eficacitate nesatisfacătoare pentru depistarea cilindruriei și cristaluriei 14 3 2 Urocultura cantitativă Urocultura cantitativă prin însămânțare cu pipeta gradată este metoda de referință Necesarul pentru o probă 1) Tub 16/160 mm cu 10 mL apă distilată sterilă Loturi de asemenea tuburi, cu capac, pot fî sterilizate la autoclav pentru mai multe zile de lucru 2) Două pipete gradate de 1 mL sterile 3) Câte o placă (9 cm diametru) eu agar-sânge și cu un mediu slab selectiv favorabil bacililor gram-negativi (agar Mac Conkey sau cu albastru de metilen eozină) 268 a Procedura pentru probele de urină micționată 1) Omogenizează prin agitare restul din proba de urină necentrifugată și reținută pentru urocultură conform rezultatului microscopiei 2) Diluează proba IO'2 (0,1 mL urină + 10 mL apă distilată) și agită tubul de cca 20 de ori pentru omogenizare 3) Cu a doua pipetă de 1 mL, însămânțează câte 0,1 mL diluție de urină pe placa cu agar-sânge și pe cea cu agar slab selectiv Imediat după depunere, etalează inoculul uniform pe toată suprafața mediului folosind etalorul Insistă până la absorbția inoculului în mediu, iar în final parcurge cu etalorul circumferința mediului pentru a dispersa spre centrul plăcii bacteriile îngrămădite spre periferia plăcii 4) Incubează plăcile peste noapte, aerob la 37°C Dacă bacterioscopia pe frotiul Gram a indicat foarte numeroase bacterii (zeci sau sute de bacterii/câmp microscopic), este precaut să epuizezi o ansă din probă în 4 cadrane pe o placă suplimentară cu mediu slab selectiv Asiguri astfel coloniile bine izolate pentru obținerea culturii pure necesară identificării b Procedura pentru probele de urină prelevate prin cateter sau aspirație suprapubiană ■ 1) Omogenizează prin agitare restul probei de urină necentrifugată 2) în funcție de rezultatul microscopiei directe a sedimentului epuizează pe fiecare placă de izolare câte 0,1 mL din: • proba nediluată, când bacteriile sunt absente pe frotiu; • proba diluată 10’1 (9 mL apă distilată + 1 mL urină), când bacteriile sunt ocazionale sau rare pe frotiu; • proba diluată IO-2, când bacteriile sunt numeroase pe frotiu 14 3 3 Urocultură cu ansă calibrată Necesar 1) Anse calibrate de 0,001 și 0,01 mL din platină, reutilizabile, sau din material plastic, cu unică folosință 2) Bateria cu mediile de cultură precizate la 14 3 2 Procedura: Revezi 6 1 2 Incubează plăcile conform precizării de la 14 3 2 14 3 4 Citirea uroculturilor cantitative Placa cu agar-sânge favorizează dezvoltarea unei game mai largi de bacterii, în special cele gram-pozitive, inhibate pe mediul slab selectiv pentru bacilii gram-negativi, sau tulpini exigente nutritiv Placa cu mediul diferențial slab selectiv evită impasul creat eventual prin invazia mProteus a plăcii cu agar-sânge și permite diferențieri între coloniile bacililor gram-negativi, importante pentru aprecierea contaminării Numără diferențiat, pe tipuri, coloniile dezvoltate Calculează bacteriuria după formula: X = N x D x , volumul însămânțat 269 unde: X = numărul de UFC/mL urină; N = numărul coloniilor pe placă; D = factorul de diluție (inversul diluției) înregistrează rezultatele după ordinul de mărime al bacteriuriei: e g , IO5 UFC/mL Când apar discrepanțe între cultură (e g , absentă sau număr mic de colonii) și bacterioscopie (e g , bacterii numeroase sau foarte numeroase): • verifică dacă nu au fost inversate probele; • verifică dacă proba nu conține sbstanțe antimicrobiene5; • prelungește incubarea încă 24 ore și, dacă este cazul, • solicită o nouă probă de urină Pot fi în cauză; bacterii cu exigențe nutritive nesatisfacute de mediile oferite (e g , infecția cu Haemophilus influenzae impune urocultură pe agar-sânge șocolat) sau o infecție cu anaerobi (noua probă, prelevată prin aspirație suprapubiană și transportată cu exigențele corespunzătoare, trebuie cultivată pe agar sânge anaerob) La pacienți sub tratament cu un antibiotic [3-lactamic poate fi în cauză o infecție persistentă cu forme L Dacă polimorfismul extrem al organismelor observate pe frotiul Gram direct sugerează această posibilitate, examinează o nouă probă după întreruperea administrării antibioticului 14 3 5 Identificarea izolatelor și comunicarea etapizată a rezultatelor A Probe de urină micționată sau prelevate prin cateter 1) Un singur izolat de pe placa cu agar-sânge depășește concentrația de IO5 UFC/mL urină Uniformitatea bacililor gram-negativi trebuie confirmată și de cultura pe mediul selectiv-diferențial înregistrează și comunică: >1(F UFC/mL urină Alege colonii bine izolate pentru purificarea culturii în vederea identificării și pentru antibiograma pe subcultură standardizată Identificarea izolatelor semnificative clinic trebuie făcută cel puțin până la nivel de gen și, când există diferențe semnificative ale sensibilității la antibiotice între speciile unui gen (e g , Proteus) de specie Identificarea serovarurilor de E coli este utilă pentru diferențierea reinfecțiilor de recăderi sau pentru diferențierea prezumtivă a ITU înaltă de cea joasă (identificarea tulpinilor uropatogene), dar rămâne de competența laboratorului de referință Alte izolate, dar în cantități reduse, de pe o placă sau alta, sunt contaminanți: nu le comunica, nu le identifica La femei asimptomatice izolarea a > 10' UFC bacili coliformi/mL probă unică din jet mijlociu are predicție pozitivă numai de 0,80; repetarea rezultatului (cu izolarea aceleiași 1 Conform datelor din cererea de analiză Dar prezența substanțelor antimicrobiene în probă poate fi testată: depune pe suprafața plăcilor însămânțate în pânză cu Staphilococcus aureus ATCC 25 923 și cu Escherichia coli ATCC 25 922 câte o rondelă din hârtie de filtru sterilă impregnată, prin imersie, cu proba suspectă Apariția unei zone de inhibiție în jurul rondelelor după incubarea culturilor peste noapte ia 371 llC atestă prezența în probă a unei substanțe antimicrobiene 270 bacterii) pe a doua probă crește această predicție Ia 0,95%, ceea ce este suficient pentru necesitățile clinice Abia repetarea rezultatului și pe o a treia probă asigură predicția pozitivă maximală La bărbat, contaminarea probelor curate din jet mijlociu fiind mai puțin frecventă decât la femeie, constatarea a > 105 UFC ale unei singure specii coliforme/mL este suficientă pentru confirmarea diagnosticului de ITU 2) Două tipuri de izolate de pe placa cu agar-sânge depășesc fiecare IO5 UFC/mL urină Cel mai frecvent este o contaminare Comunică rezultatul cu comentariul Posibilă contaminare Recomandăm o nouă probă cu respectarea riguroasă a exigențelor de prelevare și transport Dacă din a doua probă izolezi în cantitate semnificativă aceleași bacterii, confirmă semnificația clinică a izolatelor și continuă identificarea Infecția mixtă este confirmată numai la cca 10% din pacienți pe probe de urină din jet mijlociu și la 36% din pacienții cateterizați 3) Mai multe bacterii sunt izolate fiecare în concentrații de cca IO' UFC/mL urină Este o contaminare grosieră (nesesizată microscopic) sau o multiplicare a contaminanților în probă nerefrigerată examinată tardiv Comunică: Probă necorespunzătoare din cauza contaminării Recomandăm examinarea unei noi probe recoltate cu respectarea normelor prescrise 4) O singură specie este izolată în cantitate de 104^ UFC/mL urină Comunică semnificative clinic și identifică levurile cu concentrații >104 UFC/mL și stafilococii cu concentrații >5 104 UFC/mL urină La femei asimptomatice predicția pozitivă pentru ITU a bacteriuriilor de acest ordin cu bacili coliformi este infimă: 0,05 Dar în prezența simptomelor sugestive și a piuriei, predicția lor pozitivă crește Comunică rezultatul și cere examinarea unei noi probe pentru confirmarea rezultatului prin izolarea aceleiași specii La bărbați a fost atestată corelația puternic semnificativă între rezultate pe probe de aspirat suprapubian și cele din jet mijlociu, chiar pentru pragul >103 4 UFC bacili coliformi/mL 5) Creșterea absentă sau bacteriurie de ordinul IO3'4 UFC/mL, în concordanță cu bacterioscopia directă negativă Comunică diferențiat: • > 103 UFC/mL urină Evită formularea „urocultură sterilă4', care creează falsa impresie a unui examen exhaustiv prin care infecția este eliminată în realitate urocultura cantitativă uzuală nu detectează mai puțin de 10'3 UFC/mL, iar la femei piurice sindromul uretral acut non-gonococic și non-chlamidial este determinat de cistite cu bacili coliformi, chiar când bacteriuria este de numai >102 UFC/mL De aici necesitatea unor noi uroculturi cu însămânțarea cantitativă și a probei nediluate Reizolarea aceluiași bacii coliform, de regulă E coli în concentrații de >102 UFC/mL în două uroculturi succesive confirmă ipoteza clinică Date fiind însă posibilitățile ocazionale de contaminare minimă a aspiratului suprapubian cu secreții uretrale (vezi mai jos), ameliorăm specificitatea uroculturii cantitative la pacientele cu sindrom uretral acut dacă ridicăm pragul de semnificație a bacteruriei la 103 UFC/mL • IO3-4 UFC/mL urină Când creșterea este aparent pură cu un bacii coliform, la pacientă cu sindrom uretral acut și piurie, continuă identificarea, precizează semnificația posibilă a rezultatului și recomandă examinarea unei noi probe pentru confruntare 271 Bacilii corineformi, neiseriile nepretențioase, stafilococii izolați în concentrații de acest rang sunt contaminanți Recomandăm atenție cînd din probe de urină de la gravide izolezi bacili corineformi cu colonii discret hemolitice Pot fi Listeria monocytogenes, care are semnificație clinică pentru prevenirea listeriozei fetale B Probele de aspirat suprapubian Procedează ca mai sus, dar epuizează și 0,1 mL din proba nediluată Dacă lucrezi cu anse calibrate, utilizează și ansa de 0,01 mL Aceste probe oferă cea mai mare predicție pozitivă a bacteriuriilor de la 102 UFC/mL în sus Pregătirea pacienților prin hidratare pentru puncție face ca aproximativ 50% din probe să aibă sub 105 UFC/mL Teoretic, aspiratul suprapubian ar trebui să fie necontaminat și orice bacterie depistată să capete semnificație clinică Practic, la femei, urina vezicală poate fi contaminată (e g , după actul sexual) și, abortiv, ocazional colonizată cu IO23 UFC bacteriene/mL iar riscul contaminării prin aspirație de secreții uretrale în cursul variațiilor de presiune intravezicală determinate de palparea care precedă puncția suprapubiană nu este exclus și poate realiza concentrații de cca 102 UFC/mL aspirat C Probe de Ia pacienți cateterizați însămânțează cantitativ atât diluția 10'2 cât și urina nediluată După cateterizare unică, bacteriurii >105 UFC/mL într-o singură probă de la pacienți asimptomatici au predicția pozitivă pentru ITU actuală de 0,95, dar la cele de ordinul 104'5 UFC/mL predicția pozitivă este de numai 0,5 Pacienții cu catetei* ă demeure sunt înalt receptivi și, chiar după accesul unui număr mic de bacterii în vezică, peste 90% dezvoltă ITU cu bacteriurii >105 UFC/mL majoritatea în primele trei zile De aceea orice nivel măsurabil al bacteriuriei în probe de la pacienți cu cateter ă demeure trebuie comunicate ca semnificative, iar izolatele identificate La nou-născut și sugar rezultatele uroculturii cantitative uzuale trebuie interpretate prudent din cauza contaminării frecvente a probelor micționate „curat“ Au fost propuse baterii de parametri depistați în asemenea probe: bactrerioscopie, bacterurie, piurie la diferite praguri de semnificație Deși eficiența fiecărui parametru în parte este relativ modestă, iar pragurile de semnificație alese o influențează prea puțin, asocierea lor ameliorează proporția clasificărilor diagnostice corecte ale acestor pacienți (revezi 1 3 2) 14 3 6 Urocultură cantitativă prin testul amprentei Indicații’ Metodă foarte economică de urocultură cantitativă a probelor din jet mijlociu în laboratoarele care nu satisfac exigențele de utilizare a anselor calibrate Principiu: Hârtia de filtru cu o anume suprafață, după ce a absorbit liber urina cu bacteriile conținute, este amprentată pe o placă cu mediu agarizat între numărul de colonii dezvoltate pe suprafața amprentei și rangul bacteriuriei există o relație practic constantă Necesar: 1) Benzi 7,5/0,6 cm marcate și îndoite la 1,2 cm de extremitatea inferioară (fig 14-5) sunt confecționate dintr-o hârtie de filtru cuporozitate uniformă (e g , Schleicher-Schull 2043 Mgl, Filtrak FN3 90 g/m2 etc ), ambalate în tuburi și sterilizate prin autoclavare 20 minute la 121°C Mast Laboratories (Bootle, Merseyside, England) le comercializează sub numele de Bacteuritest 272 6,Зет //0,6 cm Fig 14-5 Banda de hârtie pentru urocultură prin testul amprentei 2) Plăci cu agar Mac Conkey sau alt mediu diferențial-slab selectiv și agar-sânge 3) Ansă uzuală Procedura" 1) Imersează în proba de urină, omogenizată prin agitare, extremitatea benzii de hârtie până la marcă Retrage imediat banda și așteaptă să se resoarbă peste marcă excesul de urină Aplică și menține cca 2-3 secunde partea marcată pe suprafața plăcii cu mediul agarizat îndoind banda în „L“ Aruncă banda Amprentează simetric aceeași probă folosind o nouă bandă Marchează perechea de amprente cu numărul probei Pe o singură placă cu diametrul de 9 cm pot fi amprentate 8 probe de urină (fig 14-6) 3) Imediat epuizează o ansă din proba de urină pe o pătrime a unei plăci cu agar Mac Conkey și agar-sânge pentru a obține colonii bine izolate 4) Incubează toate plăcile aerob peste noapte la 37°C Citirea testului, interpretarea și identificarea izolatelor: 1) Observă dacă pe suprafața amprentei au crescut colonii de același tip 2) Numără și calculează media coloniilor izolate pe cele două amprente ale fiecărei probe 3) Interpretează rezultatele după cheia din figura 14-6 4) Confruntă creșterea de pe amprentă și jumătățile plăcilor de epuizare a probei 5) Una sau maximum două bacterii îndeplinesc criterii cantitative de semnificație clinică Comunică rezultatul de etapă Repică, pentru acumulare de cultură pură necesară identificării și antibiogramei, colonii bine individualizate din creșterea dominantă de pe placa de izolare BACER# GRAM-POZITIVE hiuwăr colonii/ UFC/tnl акпргегі§ >100000 >эо 100000 30 10000-ЮОООО Ю-29 104 UFC/mL Comunică: Probă contaminată și cere o nouă probă cu respectarea riguroasă a normelor de prelevare și transport Dezavantajele metodei decurg din suprafața mică a amprentei cultivate: • Substanțe antimicrobiene eventual prezente în urină rămân concentrate și pot determina rezultate fals negative Soluția este numai parțială: confruntarea atentă cu rezultatele microscopiei și cultura de pe placa de epuizare a probei • La concentrații bacteriene mari în probă creșterea pe suprafața amprentei este confluentă și nu sesizăm corect cultura mixtă Soluția este de asemenea parțială: confruntarea cu creșterea pe placa de epuizare a probei 14 4 DIFERENȚIEREA BACTERIURIEI VEZICALE DE BACTERIURIA RENALĂ Trei dintre metodele majore de localizare a infecției în căile urinare fac apel la laboratorul de microbiologic: a) Prelevarea prin catetere ureterale a probelor pentru uroculturi cantitative Este metoda de referință, dar implică anumite riscuri pentru pacient Are indicații strict limitate b) Prelevarea probelor pentru urocultură cantitativă prin cateter Foley cu spălarea vezicii, c) Detectarea în sedimentul urinar a bacteriilor coafate cu anticorpi Detectarea răspunsului imun seric ca indicator pentru infecția urinară înaltă are o eficientă nesatisfacătoare 14 4 1 Prelevarea probelor • Prelevări prin cateterizare ureterală 1) Cistoscopul este introdus în vezică 2) Se prelevă o probă de urină vezicală, proba /, pentru urocultură cantitativă 3) Se introduc cateterele ureterale în vezică, 4) Se irigă vezica cu 50-100 mL soluție salină sterilă care, colectată prin cateterele ureterale, formează proba 2 (de spălare a vezicii) pentru izolare cantitativă 5) Se conduc cateterele ureterale în bazinetele renale 6) Se prelevă seriat 4 perechi de probe a 5-10 mL prin cateterele ureterale, respectiv: rinichiul drept (RD) 1-4 și rinichiul stâng (RS) 1-4 pentru urocultură cantitativă Tuburile cu probele marcate sunt expediate laboratorului, avizat în prealabil pentru examinare imediată Orice temporizare a examinării impune refrigerarea probelor imediat după recoltare • Prelevări prin cateter Foley cu spălarea vezicii urinare 1) Pacientul este cateterizat cu sondă Foley 2) Se prelevă urina vezicală, proba 1 sauprespălare^ pentru urocultură cantitativa 274 3) In vezica golită se instilează 50 mL soluție salină izotonă sterilă cu 40 mg neomicină și 20 mg polimixină B, 125 000 U streptokinază și 30 000 U dexoxiribonuclează și se pensează cateterul pentru 30 minute 4) Se spală vezica cu 2 litri de apă sterilă 5) Se prelevă 3 probe de urină la intervale de 10 minute, probele 2-4 sau probele postspălare pentru uroculturi cantitative • Prelevarea pentru depistarea bacteriilor coafate cu anticorpi: proba prinsă în zbor din jetul mijlociu 14 4 2 Examinarea probelor și interpretarea rezultatelor Efectuează urocultură cantitativă pentru toate probele obținute prin cateterizare Pentru a surprinde minimum 102 UFC/mL urină, epuizează câte 0,1 mL din proba nediluată și din diluțiile 10*’ și 10-2 • Localizarea ITU prin cateterizare ureterală: - Bacteriuria vezicală este definită prin: Proba 1 cu >105 UFG/mL, proba 2 cu 102 UFC/mL ~ Localizare renală unilaterală a infecției: probele RD sau RS cu > 102 UFC/mL și probele contralaterale sterile • Diferențierea bacteriuriei renale de cea vezicală prin spălarea vezicii: - Bacteriuria vezicală: proba 1 (prespălare) cu >105 UFC/mL și probele 2-4 (postspălare) sterile - Localizarea renală a infecției: proba 1 cu >105 UFC/mL și probele 2-4 cu >103 UFC/mL ’ La cca 10-20% din pacienți rezultatele rămân echivoce • Depistarea în urină a bacteriilor coafate cu anticorpi 1) Centrifughează 0,5-1,0 mL urină 10 minute la >500 xg 2) Decantează și spală sedimentul de două ori cu tampon fosfat salin pH 7,3 prin agitare și centrifugare 3) Resuspensionează sedimentul în 0,2 mL imunoconjugat antigammaglobulină umană diluat la titru și incubează 30 minute la 37°C 4) Centrifugheză și spală sedimentul de două ori cu tampon fosfat salin pH 7,3 5) Efectuează frotiuri Usucă Fixează cu acetonă Examinează la microscopul pentru fluorescență cu obiectiv X 60 I U Prezența bacteriilor fluorescente indică pielonefrită Sensibilitatea testului este de 0,88, iar specificitatea numai de 0,76 Rezultate pozitive apar și la pacienții cu prostatită 14 5 EXAMENUL BACTERIOLOGIC AL URINEI PENTRU IZOLAREA UNOR PATOGENI SPECIFICI 14 5 1 Urocultură pentru diagnosticul tuberculozei renale Este indicată examinarea a trei probe matinale consecutive de urină din jet mijlociu în volum de cca 50 mL fiecare Sensibilitatea depistării crește dacă pacientului i se impune un regim hidric restrictiv în după-amiaza precedentă prelevării probei - 275 Transportul și conservarea probelor cu aceleași precauții ca și pentru urocultura cantitativă evită utilizarea unei decontaminări drastice care influențează negativ sensibilitatea izolării bacililor tuberculozei Concentrarea' Centrifughează proba 15 minute la 13 000 xg După decantare, adaugă la sediment o picătură din soluția 0,2% albastru de bromtimol și, dacă este acid, neutralizează până la culoarea verde cu soluție 0,1 N de NaOH, Congelează sedimentul neutralizat Procedează în același mod cu fiecare probă a pacientului adăugând noul sediment peste depozitul congelat Decontaminarea: Procedează cum este indicat la 13 4 2, Dacă pacientul are și o infecție cu bacili coliformi a căilor urinare, diagnosticată anterior, prelungește decontaminarea la 15 minute însămânțează sedimentul neutralizat pe 5-6 tuburi cu mediul Lowenstein-Jensen, iar cu o picătură efectuează un frotiu și colorează-1 Ziehl-Nielsen Semnificația clinică a bacililor acido-rezistenți depistați microscopic nu este certă deoarece micobacterii saprofite pot contamina probele de urină Urmărirea culturilor: Revezi 13 4 3 14 5 2 Urocultura pentru depistarea bacililor tifici la bolnav sau purtător In cursul febrelor enterice, bacilii tifici și paratifîci se elimină prin urină din a doua săptămână de boală, iar o parte din pacienți rămân purtători urinari Proba din jet mijlociu, proaspăt recoltată, în volum de cel puțin 20 mL, trebuie centrifugată 30 minute la 3 000 xg însămânțează tot sedimentul în 10 mL bulion selenit pentru îmbogățire timp de 12-18 ore la 37°C Epuizează 2-3 picături din mediul de îmbogățire pe placă cu agar Mac Conkey sau SS cu incubare de 24 ore la 37°C și, eventual, în continuare încă 24 ore la temperatura camerei Triază biochimic izolatele în vederea identificării conform precizărilor de la 19 3 3 1 3 14 5 3 Examenul urinei pentru depistarea leptospirelor în cursul leptospirozelor, leptospirele sunt eliminate prin urină din a doua săptămână a bolii Aceste organisme mor repede în mediu acid De aceea, în vederea prelevării corecte a probei, pacientului i se administrează citrat de potasiu pentru alcalinizarea urinei Centrifughează 30 minute la 3 000 xg o probă de cca 20 mL urină proaspăt recoltată din jetul mijlociu Decantează imediat sedimentul și: • însămânțează câteva picături în mediul Korthof cu 200-400 pg 5-fluorouracil/mL ca inhibitor selectiv al bacteriilor de contaminare • injectează 1 mL intraperitoneal la cobai 276 • efectuează și examinează la microscopul cu fond negru un preparat între lamă și lamelă Microscopia directă este relativ puțin sensibilă Urmărește până la 30 zile, prin microscopie pe fond negru, cultura incubată la 30°C și întuneric După a patra zi de la inoculare puncționează cobaiul pentru prelevare de exsudat peritoneal în care leptospirele pot fi ușor observate la microscopul cu fond negru în raport cu patogenitatea tulpinii infectante, cobaii pot muri după 10-14 zile de la inoculare Urmărește, la necropsie, prezența leptospirelor în exsudatul peritoneal și prezența leziunilor caracteristice (icter, hemoragii) Manipularea probelor, în special a animalelor inoculate, trebuie făcută cu atenție pentru a evita infecțiile de laborator Identificarea leptospirelor este de competeța laboratoarelor specializate 15 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECȚIILOR TRACTUSULUI GENITAL MASCULIN (DUMITRU BUIUC) 15 1 INTRODUCERE 15 2 URETRTTE 15 2 1 Considerații clinice și etiopatogenetice 15 2 2 Prelevarea și transportul probelor 15 2 3 Examenul uzual al exsudatului uretral 15 2 4 Examene ale exsudatului uretral la cerere specială 15 2 5 Examenul probelor seriate de urină 15 3 PROSTATITE 15 3 1 Considerații clinice și etiopatogenetice 15 3 2 Prelevarea seriată a probelor pentru diferențierea infecției prostatice de infecția segmentelor inferioare ale tractusului urinar 15 3 3 Examinarea probelor 15 3 4 Interpretarea rezultatelor 15 4 EPIDID1MITE 15 5 ORH1TE 15 JL INTRODUCERE Raporturile anatomice și condiția microbiologică fac din uretră principala cale de acces a infecției nu numai către tractusul urinar proximal, ci și către tractusul genital masculin (fig 15-1) Particularitățile funcționale expun uretra unor microorganisme Fig 15-1 Raporturile anatomice între căile urinare și genitale Ia bărbat: 1) vaginala testiculului; 2) testiculul; 3) meatul urinar; 4) glandul; 5) pliul balanoprepuțial; 6) uretra peruană; 7) uretra prostarică; 8) pachetul vascular al testiculului; 9) simfiza pubiană; 10) peretele abdominal; 11) canalul deferent în porțiunea abdominală; 12) vezica urinară; 13)ureterul; 14) vezica seminală; 15) canalul ejaculator; 16) rectul; 17) glanda lui Cowper; 18) canalul excretor al glandei lui Cowper; 19) canalul anal; 20) epididimul 278 patogene care găsesc la acest nivel condiții favorabile și inițiază infecții, aproape toate cu transmitere sexuală Propagarea infecțiilor uretrei se face predominant spre organele genitale și nu către căile urinare, unde agenții lor etiologici nu se pot implanta Acestea sunt motivele pentru care am inclus investigația microbiologică a segmentului inferior al căilor urinare, uretra, alături de cea a organelor genitale masculine Tractusul genital masculin (prostata, canalele ejaculatoare, veziculele seminale, canalele deferente, epididimul, testiculele) sunt normal sterile, condiție asigurată prin acțiunea mecanică a micțiunii și ejaculării, prin lipsa colonizării microbiene a uretrei proximale normale, dar mai ales prin acțiunea antibacteriană a unui polipeptid, care conține zinc, eliminat prin secreția prostatică Vom urmări, pe rând, particularitățile examenului microbiologic al uretritelor, prostatitelor, epididimitelor și orbitelor 15 2 URETRITELE 15 2 1 Considerații clinice și etio-patogenetice Pacienții cu uretrită acuză disurie și scurgeri uretrale Disuria are intensități și forme de manifestare variate: durere, prurit sau furnicături uretrale în cursul micțiunii, posibil și între micțiuni Disuria nu este specifică uretritelor: poate să apară și ca simptom al cistitelor sau după excreția unei urine hiperconcentrate, a unor substanțe iritante, iritații provocate de chimicale din vaginul partenerei sexuale Scurgerea uretrală uneori este foarte discretă, alteori este abundentă Poate fi purulentă (albă, galbenă, verzuie, brună), muco-purulentă sau clară, filantă Scurgeri uretrale clare, fîlante apar în cursul excitației sexuale La cei obsedați de infecții veneriene o scurgere mucoidă, clară, cu puține polimorfonucleare, este cauzata prin tentativele repetate de exprimare viguroasă a uretrei Eliminarea unei urine cu mare concentrație de săruri poate sugera o scurgere uretrală purulentă Sub raport etiologic, diagnostic și terapeutic, diferențiem uretritele în gonococice, non-gonococice și post-gonococice Raportul între etiologia gonococică și non-gonococică a uretritelor este în funcție de nivelul socio-economic al colectivității Uretritele gonococice au incubație scurtă de cca 4 zile și evoluează acut cu disurie marcantă Peste 70% din pacienți au și scurgere uretrală, uzual purulentă Numai la cca 5-10% din bărbați infecția gonococică a uretrei este inaparentă Netratată , gonoreea se cronicizează și se complică prin propagare, pe cale canaliculară și limfatică, la prostată și epididim Mai rară, dar gravă prin localizările metastatice (articulare ș a ), este generalizarea infecției pe cale sanguină Sechele supărătoare ale gonoreei cronice sunt stricturile uretrale Uretritele non-gonococice au incubație semnificativ mai lungă decât cele gonococice: până la 7-14 zile Disuria este mai puțin intensă și însoțită, numai la 38% din pacienți, de scurxgere uretrală, care este purulentă doar la 11-33% din cazuri 279 Chlamydia trachomatis determină până la 50% din uretritele non-gonococice Restul sunt determinate de Ureaplasma urealyticum^ Mycoplasma genitalium, Tri-chomonas vaginalis, virusul Herpes simplex (mai ales în infecția primară) La pacienți cu fimoză sau cu stricturi uretrale și leziuni ale mucoasei după instrumentații, bacili gram-negativi pot determina reacții inflamatorii, chiar abcese periuretrale Rar sifilisul poate debuta cu șancru uretral Uretritele post-gonococice sunt frecvente în condiții de promiscuitate sexuală: • Uneori din cauza unei duble infecții din care a doua, determinată de C trachomatis, U urealyticum ș a , se manifestă, din cauza perioadei de incubație mai lungi, după vindecarea terapeutică a gonoreei Am întâlnit și uretrite determinate de Cryptococcus neofonnans favorizate, probabil, de terapia cu tetraciclină a gonoreei • Alteori sunt reinfecții gonococice • O dată cu apariția și răspândirea tulpinilor de gonococi producătoare de (3-lactamaze și multiplu rezistente la antibiotice, este posibil și un eșec terapeutic Predicția pozitivă, de numai 0,73, a disuriei și caracterelor scurgerii uretrale este insuficientă pentru diagnosticul diferențial corect al uretritelor De aici decurge necesitatea investigației de laborator, singura care poate confirma diagnosticul de uretrită la pacienți cu scurgeri uretrale minime și orienta corect terapia antimicrobiană 15 2 2 Prelevarea și transportul probelor Examinarea uretrei și prelevarea probelor de la acest nivel trebuie făcute la cel puțin 2 ore după micțiune In caz de dubii, la pacienți cu scurgere discretă, bolnavul trebuie instructat să reducă lichidele ingerate până în ziua următoare, când este programat pentru examinare și prelevare înainte de micțiunea matinală Plasează pacientul pentru a putea observa bine penisul și meatul urinar aproximativ la nivelul ochilor Prelevă pe tampon scurgerea uretrală spontană sau provocată prin mulgerea blândă a uretrei între degetul mare și index, înmănușate și plasate respectiv pe fața dorsală și ventrală a penisului Dacă în acest mod nu apare scurgere, apucă ușor penisul între degetele medius și inelar, iar cu degetul mare și indexul deschide meatul urinar pentru examinare în afara excitației sexuale sau a micțiunii recente, meatul nu trebuie să conțină fluid vizibil Dacă, în afara celor două condiții menționate mai sus, în meat există fluid, prelevă-l pe tampon Când o probă nu poate fi prelevată de la nivelul meatului, recurgem la prelevarea intrauretrală cu tamponul, cu ansa sau cu o chiuretă oftalmologică tocită Aceste prelevări pot fi neplăcute și pacientul trebuie prevenit Sunt mai ușor efectuate cu pacientul în decubitus dorsal Un tampon fin din vată sau, preferabil, din alginat de calciu este inserat blând cca 2 cm în uretră, fără a forța trecerea în caz de obstacol Rotește și retrage tamponul Dacă examinările planificate (microscopie, cultivare) impun prelevarea a două probe, inseră al doilea tampon cu cca 1 cm mai profund decât primul Alternativ poți folosi o ansă din platină, perfect închisă circular, sterilizată și complet răcită, introdusă în uretră tot atât de profund 280 Sensibilitatea eu care depistăm Chlamydia trachomatis și micoplasmele crește prin numărul celulelor din prelevat: C trachomatis se înmulțește intracelular, iar micoplasmele aderă intim la uroepiteliu De aceea, în acest scop sunt mai indicate probele prelevate pe tampon din dacron sau, mai bine, obținute prin ușoară radare, cu chiuretă oftalmologică tocită, de pe primii 2-3 cm ai mucoasei uretrale distale în suspiciunea infecției cu Trichomonas vaginalis prelevarea trebuie făcută înaintea micțiunii matinale, iar tamponul imersat într-un tub cu cca 1 mL soluție salină izotonă încălzită la 37°C, pentru examen microscopic fără întârziere Imediat după primirea în laborator, descarcă tamponul în soluția de transport, prin rotiri insistente cu stoarcere finală pe peretele tubului, și examinează suspensia astfel obținută Pentru examenul cito-bacterioscopic efectuează extemporaneu două frotiuri prin rularea progresivă a tamponului pe lamă și nu în striuri Usucă și fixează frotiurile prin căldură sau prin clătire cu metanol pentru expedierea la laborator Probele destinate cultivării gonococilor trebuie epuizate imediat pe placa cu mediul de cultură preîncălzit la 37°C sau expediate la laborator în mediul de transport Amies sau Stuart, fără refrigerare Pentru C trachomatis este recomandat transportul tamponului în 2 mL de mediu SPG (zaharoză-fosfat-glutamat) sau în mediul 2SP (zaharoză-tampon fosfat și ser de vițel) Orice temporizare a examenului impune congelarea probelor la ~70“C Micoplasmele pot fi conservate prin imersia tamponului de prelevare în 2 mL bulion tripticază-soia Examinarea poate fi temporizată câteva zile, când proba este conservată la 4°C, sau ani, când este congelată la -70°C Prelevarea urinei în probe seriate permite diferențierea uretritei de cistită și, făcută la prima micțiune matinală, crește sensibilitatea depistării T vaginalis Pregătește pacientul ca pentru prelevarea unei probe curate de urină (vezi 14 2 1) Primul jet de urină, cca 10 mL, este prins în container steril, următorii 100 mL spală uretra, iar unnătorii cca 10 mL sunt prinși în alt container steril Marchează atent probele: 1 și II sau „inițială" și „finală" 15 2 3 Examenul uzual al exsudatului din lumenul uretral Curent, laboratorul clinic trebuie să ateste prezența sau absența gonococului Suspiciunea altor etiologii trebuie să facă obiectul unei cereri speciale de analiză completată după un prealabil contact al clinicianului cu laboratorul Microscopia Colorează Gram unul din frotiuri și păstrează-1 pe celălalt în rezervă Dacă proba a fost purulentă, examinarea poate începe direct cu imersia în cazul probelor muco-purulente sau mucoide, scrutează mai întâi frotiul cu obiectivul 10X pentru reperarea insulelor cu celule inflamatorii Putem observa celule epiteliale scuamoase din foseta naviculară, celule ale uroepiteliului (cuboide, mai mici, cu nucleu relativ mare și cromatină mai puțin densă, și leucocite polimorfonucleare La 60-90% din pacienții cu uretrită acută observăm mai mult de 4 polimorfonucleare/câmp microscopic examinat cu imersie In condițiile în care numărul minim de polimorfonucleare care semnifică inflamați a uretrei nu este stabilit, la pacienții cu iritație uretrală depistarea unei reacții inflamatorii minime sugerează infecția și trebuie să determine un examen bacteriologic atent 281 Prezența extracelulară a florei mixte, gram-pozitive și gram-negative, ocazional a câtorva celule levurice, în prelevatele din uretra distală este normală La pacienți simptomatici, citobacterioscopia pune rapid diagnosticul de gonoree cu o eficiență de 0,98 când se observă intracelular diplococi gram-negativi în „boabe de cafea", scade la 0,75 în prezența acestor diplococi numai extracelular și la 0,21 când diplococii gram-negativi sunt extracelulari și cu morfologie atipică Cultivarea probelor Epuizează tamponul cu exsudat uretral pe un mediu adecvat preîncălzit la 37°C (e g , agar Mueller-Hinton + supliment HYL, mediul Thayer-Martin) cu și fără amestec selectiv de antibiotice Incubează plăcile 24-48 ore la 37°C în atmosferă cu 5% COr Examinează plăcile pentru identificarea prealabilă a coloniilor de Neisseria după aspect (colonii cu diametrul de 1-2 mm, rotunde, cu margini regulate, netede, lucioase), reacția oxidazei (pozitivă) și caracterele morfo-tinctoriale (coci gram-negativi în perechi sau izolați) Repică din coloniile suspecte pentru a obține cultura pură necesară identificării, testării fJ-lactamazei și antibiogramei Deși mai comodă, izolarea gonococilor numai pe medii selective dă până la 2% rezultate fals negative din cauza inhibării unor tulpini de către vancomicină la concentrația inclusă în mediu 15 2 4 Examene ale exsudatului uretral la cerere specială Sunt justificate cînd prezența gonococului nu a putut fi demonstrată și pentru diagnosticul uretritelor post-gonococice Microscopia Colorează Giemsa frotiul de rezervă Urmărește atent prezența incluziilor intracelulare de Chlamydia trachomatis; colorația imunofluorescentă este mai sensibilă și specifică, dar puțin accesibilă laboratoarelor clinice Pe frotiul colorat Giemsa, incluziile mature de C trachomatis apar intracitoplasmic ca vacuole unice care deplasează nucleul și sunt formate din numeroși corpi elementari eozinofîli Pot fi surprinse forme intermediare, de la corpii inițiali și reticulați, bazofili, până la incluzia matură Ocazional, la pacienți cu uretrită post-gonococică, se observă numeroase celule levurice, sferice sau ovale, înmugurite și înconjurate cu o capsulă groasă Poate fi Cryp-tococcus neoformans Examenul unei probe colorate negativ cu tuș de India confirmă diagnosticul Aproximativ 5% din uretrite la bărbat pot fi determinate de Trichomonas vaginalis Frotiul colorat Giemsa este puțin satisfăcător ca metodă curentă de diagnostic: protozoarul, depistat ocazional, are mărimea unui macrofag, este piriform, cu nucleul situat spre polul anterior; ocazional putem observa și membrana ondulantă Indicata pentru depistarea T vaginalis este microscopia preparatului umed între lamă și lamelă la microscop cu platina caldă (până la 37°C) și lumina diafragmată corespunzător La examinarea cu obiectivul 10X putem observa organismul ca o structură clară, aproximativ cu diametrul unui piocit, antrenată de mișcări spasmodice Când, după un timp, mișcările devin mai puțin vii, cu o mărire mai puternică, se poate observa membrana ondulantă Microscopia în contrast de fază oferă detalii structurale mai clare 282 La pacienții cu fimoză prezența a numeroși bacili gram-negativi pe frotiul direct din exsudatul uretral poate fi semnificativă clinic Cultivarea probelor Curent, laboratoarele clinice nu pot izola C trachomatis, micoplasmele sau virusul Herpes simplex implicate în infecții uretrale La necesitate, probele conservate corespunzător (vezi Cap 8) pot fi trimise laboratorului de referință Controversata semnificație clinică a micopîasmelor izolate din prelevatele uretrale este acum rezolvată prin izolarea lor cantitativă Ureaplasma urealyticum sau Mycoplasma genitalium izolate în cantități de cel puțin 10 000 unități capabile să vireze culoarea mediului de cultură au semnificație clinică în cantități mai mici sunt organisme de portaj Trichomonas vaginalis poate fi cultivat pe mediul propus de FEINBERG și WHITINGTON (1957) care, prin nutriențiii din hidrolizatul de ficat și serul de cal, favorizează cultivarea organismului și, prin adaosul de antibiotice, inhibă bacteriile asociate 15 2,5 Examenul probelor seriate de urină Examenul macroscopic Filamentele de mucus prezente în prima probă, dar absente în a doua, sugerează uretrită Centrifughează probele 5 minute la cca 300 xg, decantează supernatantul și reține sedimentul Microscopia Examinează comparativ sedimentul probelor pe preparat umed între lamă și lamelă cu mărire de400X Prezența a > 15 leucocite/câmp microscopic numai în prima probă semnează inflamația uretrei O limită minimă a leucocituriei semnificativă pentru uretrită nu poate fi stabilită, dar prezența leucocitelor în număr mai mare în prima probă decât în a doua indică uretrită, iar un număr aproximativ egal de leucocite în cele două probe semnifică localizarea mai înaltă a infecției La bărbat, T vaginalis este depistat în sedimentul primei fracțiuni a urinei matinale cu o sensibilitate de 0,80 prin microscopie și de 0,95 prin cultivare 15 3 PROSTATITE 15 3 1 Considerații clinice și etio-patogenetice Prostatitele evoluează cu o simptomatologie clinică strâns intricată cu aceea a infecțiilor tractusului urinar inferior Pacienții acuză dureri perineale, sacro-coccigiene sau în abdomenul inferior, disurie, ejaculare neplăcută, furnicături sau dureri iradiate în gland Obiectiv, au reacție inflamatorie în secreția prostatică și majoritatea au bacteriurii și piurii intermitente Predicția pozitivă pentru prostatită, a simptomelor clinice și examenelor citobacteriologice restrânse la probe din jetul mijlociu de urină, este nesatisfacătoare Deosebim prostatite bacteriene, acute sau cronice, și prostatite non-bacteriene Prostatodinia este un sindrom caracterizat prin simptomatologie asemănătoare prostatitelor, dar fără reacție inflamatorie în secreția prostatică în majoritatea cazurilor infecția prostatei este ascendentă, cu origine uretrală Cel mai frecvent prostatitele acute sunt gonococice Etiologia prostatitelor cronice este mai 283 variată: mai frecvent simt implicate Chlamydia trachomatis, specii de Enterobacterh aceae, pseudomonade, enterococi; rar Staphylococcus saprophiticus ori Trichomonas vaginalis Localizări metastatice septice la nivelul prostatei pot să apară în infecții sistemice ca tuberculoză sau micoze (blastomicoză, coccidioidomicoză, criptococcoză, histoplasmoză) Prostatitele acute evoluează bacteriemic, uzual cu toxemie sistemică Complicațiile lor majore sunt: abcese prostatice, infarctul prostatic, prostatita cronică și prostatita granulomatoasă Infecția tractusului urinar se asociază la toate prostatitele bacteriene, ca episod unic în prostatitele acute sau ca infecții recurente în prostatitele cronice ’ Etiologia prostatitelor „non-bacteriene(t nu este clar argumentată: ar putea fi în cauză gonococul, bacterii anaerobe, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis, Candida albicans, dar nu pot fi excluse nici tulburări ale producției de prostaglandine, tulburări psihice sau procese autoimune 15 3 2 Prelevarea seriată a probelor pentru diferențierea infecției prostatice de infecția segmentelor inferioare ale tractusului urinar Pregătește pacientul ca pentru prelevarea curată a unei probe de urină (revezi 14 2 1 1) • Proba micționată 1 (PMI): primii 5-10 mL, de preferat la micțiunea matinală • Proba micționată 2 (PM2): probă curată prinsă în zbor din jet mijlociu, după cca 200 mL urină de spălare a uretrei și după care pacientul întrerupe micțiunea • Secreția exprimată prin masajul prostatei (SEMP) • Proba micționată 3 (PM3): primul jet de 5-10 mL urină prelevați imediat după exprimarea și prelevarea secreției prostatice Probele trebuie transportate pentru examinare imediată La pacienții suspecți de prostatită acută sunt indicate și hemoculturi 15 3 3 Examinarea probelor Procedează imediat Ia cuantificarea bacteriilor în toate probele, la citobacterioscopia SEMP și a sedimentelor PM1-PM3 însămânțează în paralel plăci cu agar-sânge și agar MacConkey cu incubare aerobă peste noapte la 37°C (revezi 14 3 2 , 14 3 3) La pacienți cu antecedente de gonoree epuizează SEMP pentru izolarea gonococilor (revezi 15 2 3) 15 3 4 Interpretarea rezultatelor Prostatita* SEMP cu > 12 leucocite/câmp microscopic la mărire de 400X în absența semnelor clinice și paraclinice de uretrită (revezi 15 2 5) Prostatodinie\ SEMP cu 5 este întâlnit în infecția cu T vaginalis și în vaginoze • Testul aminelor volatile („whiff test“): depune câteva picături din soluția 10% de KOH pe secreția vaginală de pe suprafața valvei; în caz de vaginoză se degajă imediat un miros dezagreabil de pește alterat Sensibilitatea și specificitatea testului sunt de 0,75-0,90, respectiv 0,85-0,95 Cele trei tampoane cu prelevatul vaginal vor fi trimise rapid la laboratorul de microbiologie urmând a avea următoarele destinații: Tamponul I este descărcat în 0,5 mL soluție salină izotonă sterilă, încălzită la 37°C, din omogenat efectuându-se un preparat umed între lamă și lamelă, care se examinează cu putere de mărire 100X, apoi 400X Pot fi obținute următoarele informații: • Prezența unei reacții inflamatorii când raportul PMN/celule epiteliale este peste 1 Inflamația este intensă în trichomonază, mult mai discretă în candidoză și de regulă lipsește în vaginoză 291 • Depistarea T vaginalis, flagelat piriform, puțin mai mare decât un leucocit, care poate fi ușor recunoscut după mișcările sacadate, în diferite direcții Sensibilitatea testului în raport cu depistarea prin cultură este de 0,70-0,90, după diverși autori • Evidențierea de celule levurice înmugurite și pseudohife, care apar în candidoza vaginală Sunt cazuri când acest diagnostic poate fi stabilit numai prin izolare pe medii de cultură, sensibilitatea microscopiei fiind de aproximativ 0,55 • Prezența de „clue cells“, celule vaginale superficiale cu contur mascat de o abundentă floră bacteriană prezentă pe suprafața lor, care reprezintă 20-30% din celulele epiteliale vaginale, aspect sugestiv pentru diagnosticul de vaginoză Sensibilitatea testului este de 0,65-0,80, iar specificitatea de 0,80-0,95 Examene complementare susțin această etiologic: pH-ul vaginal peste 5 și testul aminelor volatile pozitiv Tamponul 2 este folosit la efectuarea unui frotiu colorat Gram ce permite o apreciere mai exactă a florei vaginale în condiții normale aceasta este reprezentată de bacjli lungt gram-pozitivi, dispuși izolat, în diplo- sau lanțuri scurte, care constituie flora Doderlein Fig 16-3 Aspectul microscopic ai frotiului din secreție vaginală normală Ia o femeie cu activitate hormonală: A) imagine de ansamblu, cu obiectiv uscat; B) detaliu, cu obiectiv cu imersie 292 Fig 16-4 „Clue cells“ și aspectul florei bacteriene într-un frotiu vaginal la o pacientă cu vaginoză Fig 16-5 Frotiu vaginal în care se remarcă prezența Mobiluncus (bacili încuibați grăm-negativi) Bacteroides spp - fig 16-4) și bacili încuibați gram-negativi (Mobihincus - fig 16-5) Colorația Gram permite excludereabnorTffi^TcIuFcells^cu’lactobacili aderenți pe suprafața lor, mai greu de diferențiat în preparatul umed Sensibilitatea și specificitatea microscopiei în vaginoze variază între 0,80-0,98 în raport cu metoda de diagnostic Un diagnostic mai obiectiv de vaginoză este posibil prin examinarea frotiului Gram cu acordarea unui scor de pozitivitate pentru flora bacteriană vaginală diferențiată pe criterii morfo-tinctoriale (tabelul 16-1) ‘ 7'abeliil 16-1 Evaluarea florei vaginale cu acordarea unui scor microscopic de pozitivitate pentru diagnosticul vaginozelor Categoria microscopică Nr bacterii/câmp microscopic Scor Lactobacili G a rd nerella-like Bacteroides-like - — Г (bacili mici și cocobacili \ polimorfi, gram-variabili) \ Mobilimci/sdike (bacili încuibați, gram-negativi) >30 5-30 1-5 30 5-30 1-5 Pavilionul trompei Ligamentul larg 16 4 1 Considerații etiopatogenetice și clinice Infecțiile localizate la nivelul mucoasei uterine poartă numele de endometrite; când inflamația interesează și mușchiul uterin, termenul este de endomiometrită Formele acute survin în special postpartum sau postabortum, ruptura prelungită de membrane, nașterea prin cezariană, vaginoza constituind factori de risc Eliminarea ciclică a endometrului la femeia adultă îndepărtează eventuale focare inflamatorii superficiale permițând reacoperirea cu un endometru indemn în afara sarcinii pot să apară infecții după explorări sau intervenții endouterine (histerosalpingografie, implantare de sterilet etc ) Evoluează în special ca infecții polimicrobiene fiind implicate o varietate de specii bacteriene aerobe și anaerobe, ce fac parte din flora endogenă a vaginului: streptococi grup B, enterococi, alți streptococi aerobi, microaerofili sau anaerobi, enterobacteriacee, Gardnerella vaginalis, Bacteroidesfragilis și alți bacili gram-negativi anaerobi, Myco-plasnia hominis, posibil Clostridiumperfringens, în special izolat din avort septic provocat, sau Streptococcus pyogenes, care determină infecții deosebit de grave La 10-20% din pacientele cu endometrită acută infecția poate evolua bacteriemic Endometritele cronice asociate cu endocervicite și salpingite pot fi determinate de bacterii cu transmitere sexuală fiind documentată infecția cu C trachomatis, prin propagare pe cale ascendentă; endometrită tuberculoasă poate să apară prin însămânțare pe cale hematogenă cu Mycobacterium tuberculosis Expresia clinică a unei endometrite acute constă în dureri hipogastrice, febră, lohii sau scurgeri vaginale purulente; uterul este mărit de volum și dureros la palparea bimanuală Endometrită tuberculoasă evoluează mai puțin zgomotos, cel mai frecvent manifestându-se cu meno-metroragii de lungă durată, rezistente la tratamentul hormonal Inflamația epiteliului endotubar sau a trompei în totalitate poartă numele de salpingită Datorită vecinătății orifîciului pavilionar cu ovarul, apar inflamații salpingo-ovariene Interesarea în procesul inflamator a mezosalpinxului și a peritoneului ce acoperă ligamentul larg a creat termenul de anexită întrucât din punct de vedere clinic localizarea 296 anatomică precisă a infecției este greu de stabilit, apare corectă utilizarea denumirii de boală inflamatorie pelvină (acest diagnostic este posibil numai prin laparoscopie sau laparotomie) Sub raport etiologic întâlnim trei grupe de bacterii: bacterii cu trasmitere sexuală, bacterii de origine vaginală și M tuberculosis N gonorrhoeae și C trachomatis intervin în etiologia salpingitelor în mai mult de jumătate din cazuri; aceste bacterii însămânțează muoasa tubară prin propagare intracanaliculară, ca o complicație a endocervicitelor cu această etiologie, complicație care survine în 10-40% din cazuri Flora aero-anaerobă vaginală poate determina salpingite după endometrite postabortum sau postpartum în afara sarcinii, existența unei vaginoze este considerată o condiție preexistentă; infecția gonococică sau cu C trachomatis se consideră a favoriza infecția ascendentă cu flora endogenă vaginală, putând evolua infecții asociate Rolul micoplasmelor ( M hominis și U urealyticum) în etiologia salpingitelor este discutabil Tuberculoza genitală este mult mai rară în comparație cu alte localizări extrapulmonare, trompele uterine fiind cel mai frecvent afectate; în 2/3 din cazuri este interesată și mucoasa uterină Manifestările clinice de salpingită acută sunt foarte asemănătoare cu cele de endometrită Durerea pelvină, predominant în fosa iliacă, cu intensitate diferită, poate fi însoțită dfe febră, leucoree, semne de iritație peritoneală Palparea bimanuală obiectivează sediul durerii putându-se constata o împăstare a zonei anexiale, uneori fiind sesizată trompa îngroșată care rulează sub deget Piosalpinxul și abcesul tubo-ovarian reprezintă complicații majore ale salpingitelor acute, ruperea spontană a abcesului determinând peritonită în boala inflamatorie pelvină cronică multe femei pot avea manifestări clinice minore sau sunt asimptomatice 16 4 2 Recoltarea produselor patologice Cu excepția bacteriilor transmise sexual, a 5 pyogenes și C perfringens, celelalte specii aerobe sau anaerobe prezente la nivelul endocolului nu pot fi considerate agenți etiologici ai infecției localizate în zone normal sterile De aceea, după obținerea produsului endocervical, se recomandă recoltarea exsudatului inflamator de la nivelul cavității uterine, evitându-se contaminarea cu flora endocolului și a vaginului Realizează în acest scop badijonarea cu alcool iodat a exocolului și a canalului cervical, urmată de introducerea unui cateter sau a unei sonde sterile în momentul în care acest dispozitiv a ajuns în cavitatea uterină, adaptează o seringă sterilă și aspiră lichid endometrial Atașează apoi la seringă un ac steril, îndepărtează orice bulă de aer protejând vârful acului cu un tampon de vată steril, obturează acul printr-un dop de cauciuc și expediază astfel, în cel mai scurt timp, produsul patologic la laborator în endometritele postabortum sau postpartum efectuează în plus hemoculturi repetate pe medii aerobe și anaerobe în caz de piosalpinx sau abces tubar rezolvate chirurgical, se recoltează intraoperator puroi prin puncționarea colecției și aspirarea produsului în seringă, procedându-se ca 297 mai sus în vederea expedierii probei în plus, sunt prelevate fragmente de țesut afectat (uneori puroiul este steril, bacteriile fiind prezente numai în pereții colecției piogene) care sunt introduse într-un mediu de transport, (e g , mediul Stuart) Laparoscopia recomandată la pacientele cu boală inflamatorie pelvină permite recoltarea exsudatului inflamator de la nivelul ostiumului tubar și din fundul de sac Douglas în boala inflamatorie pelvină determinată de C trachomatis se poate recurge la un examen serologic Pentru diagnosticul bacteriologic al tuberculozei genitale se recoltează sânge menstrual, supus imediat hemolizei cu apă disțilată, sau mucoasă uterină chiuretată în perioada premenstruală 16 4 3 Diagnosticul de laborator Examenul exsudatului prelevat de la nivelul endocolului se realizează pentru N gonorrhoeae și C trachomatis după metodologia descrisă anterior Produsul aspirat din cavitatea uterină este examinat pentru prezența florei aerobe și anaerobe prin microscopia frotiului colorat Gram și însămânțare pe medii de cultură adecvate Microscopia permite descrierea morfotipurilor bacteriene prezente, afinitatea lor tinctorială și raporturile cantitative ale acestora Pe medii incubate aerob vor crește bacteriilor aerobe-facultativ anaerobe a căror identitate se poate realiza până la nivelul speciei Pe agarul-sânge incubat anaerob se pot recunoaște cu ușurință coloniile de C perfringens, înconjurate cu o zonă dublă de hemoliză; în rest, cultura mixtă este de cele mai multe ori constituită din colonii puțin diferențiate macrosocopic, cu dificultatea de a obține culturi pure Utilizarea unor medii selective cu antibiotice (aminoglicozide, acid nalidixic, vancomicină) ar putea rezolva acest aspect Produsele prelevate intraoperator vor fi investigate atât pentru prezența N gonorrhoeae și C trachomatis, cât și a bacteriilor facultativ și obligator anaerobe Prezența micoplasmelor este urmărită numai în scop de cercetare Pentru diagnosticul bacteriologic al tuberculozei examinează sânge menstrual, biopsie de endometru conform precizărilor de la 13 4 298 17 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECȚIILOR OCULARE (DUMITRU BUIUC) 17 1 INTRODUCERE 17 1 1 Condiția anatomo-histologică Globul ocular Organele anexe de protecție 17 1 2 Condiția microbiologică 17 1 3 Entități nosologice 17 1 4 Particularități privind prelevarea probelor 17 2 CONJUNCTIVITE 17 2 1 Spectrul etiologic 17 2 2 Investigarea etiologică a conjunc- tivitelor Prelevarea probelor Microscopia Cultivarea 17 3 KERATITETE 17 3 1 Aspecte etio-patogenetice 17 3 2 Investigarea etiologică a keratitelor Prelevarea probelor Microscopia Testul Limulus Cultivarea 17 4 ENDOFTALMITE 17 4 1 Aspecte etio-patogenetice 17 4 2 Investigarea etiologică a endoftal mitelor Prelevarea probelor Prelucrarea probelor Microscopia Alte teste: dozarea glucozei și acidului lactic în vitros, testul Limulus Cultivarea Locul examenelor serologice 17 5 INFECȚIILE PLEOAPELOR 17 5 1 Aspecte clinice și etiopatogenetice 17 5 2 Investigarea etiologică 17 6 INFECȚIILE APARATULUI LACRIMAL 17 6 1 Aspecte clinice și etiopatogenetice 17 6 2 Investigarea etiologică 17 7 INFECȚIILE ORBITEI ȘI SINUSULUI CAVERNOS 17 7 1 Aspecte clinice și etiopatogenetice 17 7 2 Investigarea etiologică 17 1 INTRODUCERE Infecții pot afecta variatele structuri ale ochiului, orbitei și organelor accesorii de protecție Pentru a înțelege posibilitățile și limitele investigației microbiologice a acestor infecții, sunt necesare câteva repere structurale, microbiologice și patogenetice 17 1 1 Condiția anatomo-histologică Globul ocular Globul ocular, delimitat prin trei tunici, externă, medie și internă, conține mai multe medii dioptrice transparente (fig 17-1) •Tunica externă, groasă, fibroasă și rezistentă, dă forma globului ocular și îi protejează structurile fragile în cele 5/6 posterioare este albă și opacă formând scle-rotica, iar în 1/6 anterioară devine transparentă formând corneea Cele două părți ale tunicii externe se continuă una cu alta la nivelul limbului sclero-cornean • Tunica medie, uveea cuprinde o bogată rețea vasculară care asigură nutriția țesuturilor oculare, pigment și două sisteme musculare Uveea are trei părți: anterioară (irisul), mijlocie (corpul ciliar) și posterioară (coroida) 299 Fig 17-1 Secțiune sagitatâ prin ochi: 1 - Sinusul maxilar 2 - Mușchii drept inferior și micul oblic 3 - Retina 4 - Țesutul adipos orbitar 5 - Nervul optic 6 - Capsula lui Tenon 7 - Tendonul mușchiului mare oblic 8 —Mușchiul drept superior 9-Mușchiul ridicător al pleoapei 10-Sclera 11 - Canalul hialoidian 12 - Corpul vitros 13 - Camera anterioară 14 - Cristalinul 15 - Sinusul frontal 16 - Septul orbitar 17-Fundul de sac conjunctival superior 18 - Mușchiul orbicular al pleoapelor 19 - Fibrele zonulare 20-Irisul 21-Corneea 22-Tarsul superior 23 - Glandele lui Meibomius 24 - Tarsul inferior 25 - Fundul de sac conjunctival inferior 26 - Periostul orbitar Irisul, vizibil prin transparența corneei, este o membrană subțire, colorată și perforată în centru de un orificiu circular, pupila, a cărei deschidere este controlată prin mușchii dilatator și constrictor Corpul ciliar, cuprins între limbul sclero-cornean și ora serrata (delimitare denticulară a retinei în jumătatea anterioară a globului ocular și paralelă cu planul său ecuatorial), continuă irisul și este format din mușchiul ciliar, care acționează, prin fibrele zonulare, cristalinul pentru acomodarea refracției ochiului, și procesele ciliare Coroida continuă corpul ciliar de la ora serrata până la orificiul de trecere a nervului optic, acoperind cca 2/3 din suprafața internă a ochiului • Tunica internă sau retina este delimitată prin ora serrata într-o parte posterioară, senzorială, fotosensibilă, unde își au originea fibrele nervului optic, și o parte anterioară, iridociliară, lipsită de proprietăți senzoriale • Dioptrii oculari sunt medii transparente care contribuie la formarea imaginii obiectelor externe pe retină Dinainte înapoi sunt: corneea, umoarea apoasă, cuprinsă în 300 camera anterioară delimitată de comee, iris și cristalin, cristalinul și corpul vitros, o masă gelatinoasă cuprinsă în membrana hialoidă între cristalin și retină Orbita Globul ocular, cuprins în capsula lui Tenon, este adăpostit de orbită în capsula lui Tenon un sistem de membrane colagene laxe formează spațiul lui Tenon care permite mișcările de rotire ale globului ocular sub acțiunea mușchilor care se inseră pe scleră Orbita, o cavitate osoasă piramidală și cvadrungulară, cu baza deschisă înainte și în afară, este umplută cu țesut adipos care apără de șocuri globul ocular în partea posterioară, prin gaura optică iese nervul optic, iar prin fanta sfenoidală au acces spre și dinspre globul ocular și anexele sale vasele sanguine De reținut raporturile orbitei cu: • sinusul cavernos, sac venos intracranian traversat de nervii optic și oculomotor comun; • sinusurile paranazale - Organele și anexele de protecție Globii osulari sunt protejați prin sprâncene, pleoape și glandele lacrimale Sprâncenele sunt două repliuri musculo-cutanate și păroase care coafează rebordul orbitar superior și apără ochiul de sudoarea scursă de pe frunte Pleoapele sunt două formațiuni cutaneo-musculo-membranoase, una superioară, mai mare, alta inferioară, situate la baza orbitei, în fața globului ocular pe care îl pot acoperi Pe secțiune sunt constituite din: tegument, țesutul subcutanat care cuprinde mușchiul orbicular, tarsul și mucoasa conjunctivală Tegumentul pleoapelor este fin, sărac în papile, prevăzut cu minusculi foliculi piloși, glande sebacee și sudoripare Țesutul subcutanat este foarte lax și, până Ia mușchiul orbicular, aproape lipsit de lobuli adipoși Marginea liberă a pleoapelor are dermul dens, cu papile mai mari De-a lungul ei se inseră pe 3-4 rânduri genele, se deschid glandele lui Moli și ale lui Meibomius Genele sunt fire groase de păr înfipte oblic Au un folicul mare, profund, cu o mică glandă sebacee, glanda lui Zeis Glandele lui Moli sunt glande sudoripare apocrine diseminate între foliculii genelor Glandele lui Meibomius sunt glande sebacee lungi, multiplu ramificate în jurul canalului excretor central Dispuse paralel în grosimea tarsului palpebral, se deschid într-un singur șir de orificii la limita dintre tegument și conjunctivă Tarsul, adevărat schelet al pleoapelor, este constituit din lame de țesut conjunctiv dens, care în pleoapa superioară continuă tendonul mușchiului ridicător al pleoapei Conjunctiva Acestei membrane mucoase îi deosebim: partea palpebrală, fundul de sac și partea sclerală Are un epiteliu de tip columnar stratificat, cu grosime variabilă în raport cu regiunea, în care sunt diseminate celule sferice caliciforme Acest epiteliu continuă, la marginea liberă a pleoapei, epiteliul scuamos keratinizat al tegumentului și, la nivelul limbului sclerocomean, se continuă cu epiteliul stratificat scuamos al corneei Corionul conjunctivei este format din țesut conjunctiv dens care, la nivelul fundurilor de sac, se atașează lax, direct pe țesutul adipos intraorbitar pentru a permite mișcările globilor oculari în fundurile de sac conjunctivita are epiteliul mai gros și formează numeroase invaginații neregulate prevăzute cu celule producătoare de inucus reunite în adevărate glande 301 Fig 17-2 Căile lacrimale: 1 - Glanda lacrimală, porțiunea orbitară 2 - Ibidem, porțiunea palpebrală 3 - Caruncula 4 - Cele două puncte lacrimale, superior și inferior 5 - Conductele lacrimale 6 -Sacul lacrimal 7 - Canalul lacrimo-nazal 8 - Cornetul inferior 9 - Fosa nazală Aparatul lacrimal cuprinde glanda lacrimală, lacul lacrimal, caruncula și căile lacrimale (fig 17-2) Glanda lacrimală, de tip tubulo-alveolar, este dispusă intraorbitar și, parțial, intrapalpebral în unghiul superoextern al orbitei Se deschide prin 6 10 canale în fundul de sac conjunctival de la acest nivel Lacrimile, antrenate de mișcările palpebrale, spală conjunctivita și corneea pentru a se acumula apoi în lacul lacrimal din unghiul palpebral intern La acest nivel, pe fiecare pleoapă, se află câte un orificiu, punctele lacrimale, care comunică, cu canaliculele lacrimale, superior și inferior, reunite în sacul lacrimal continuat prin canalul lacrimo-nazal, care se deschide în meatul nazal inferior Sub lacul lacrimal se observă caruncula lacrimală, o mică masă de țesut moale, roz, acoperită cu epiteliu scuamos nekeratinizat continuat cu epiteiul conjunctival în corionul carunculei sunt glandele mucoase, sudoripare și sebacee, care produc uneori acumulări de secreție albă în unghiul intern al ochiului 17 1 2 Condiția microbiologiă Microbiota indigenă a pleoapelor o reflectă pe cea a tegumentului, cu particularități legate de dispoziția unităților pilosebacee și glandulare ale marginii libere la zona de tranziție tegument-conjunctivă Cele mai mari densități microbiene sunt realizate în unitățile pilosebacee și în orificiile glandulare Dominanți apar stafilococii coagulazo-negativi, organisme facultativ anaerobe, care colonizează orificiile pilosebacee și ale glandelor sudoripare, crevasele stratului comos, celulele scuamoase superficiale și firele de păr Condiții prielnice de dezvoltare găsește aici și S aureus când, în cursul portajului nazal, ajunge la aceste nivele Speci de Propionibacterium, în special P acnes, organisme anaerobe, colonizează mai profund unitățile polisebacee Dezvoltarea levurilor lipofile este favorizată de prezența sebumului Bacili difterimorfi completează gama restrânsă a microorganismelor găzduite pe tegumentul și marginea liberă a pleoapelor Conjunctiva și corneea, deși expuse continuu contaminării cu microorganisme tegumentare, nazale sau vehiculate prin pulberi și corpi străini, rămân, grație spălării prin secreția lacrimală antrenată de mișcările palpebrale, cu o încărcătură microbiană redusă De pe conjunctiva normală izolăm: • foarte frecvent, până la 94% din persoanele investigate, stafîlococi coagulazo-negativi; 302 • ocazional, în ordinea frecventei de izolare, apar bacilii difterimorfi, specii de Candida, stafilococi coagulazo-pozitivi, variați streptococi, neisserii nepretențioase, specii de Haemophilus, enterobacteriacee, pseudomonade, bacili antracoizi, variați fungi oportuniști și saprofiți; • rar sunt izolate bacterii anaerobe, nesporulate sau sporulate, micobacterii saprofite sau condiționat patogene și specii ale unor fungi oportuniști sau saprofiți cum sunt Absidia, Aureobasidium, Cryptococcus, Exophiala, Pseudallescheria 17 1 3 Entități nosologice Complexitatea structurilor care compun globul ocular sau îl protejează se reflectă în varietatea entităților nosologice cauzate de cei mai diferiți agenți infecțioși prin mecanisme patogenetice multiple Vom trece în revistă, pe rând, investigația etiologică în: • Conjunctivite și keratite, afecțiuni care frecvent se intrică din cauza continuității epiteliale (kerato-conjunctivite) • Endoftalmite cauzate de infecția tunicilor și umorilor globului ocular; panoftalmite, când inflamația se extinde și la scleră și capsula lui Tenon • Infecții ale pleoapelor, dermatite, blefarite, hordeolum • Infecții ale aparatului lacrimal: canaliculite, infecții ale sacului lacrimal (dacriocistite) sau ale glandei lacrimale (dacrioadenite) acute sau cronice • Celulite orbitare și infecții supurative circumscrise (abces) sau difuze (flegmon), care trebuie diferențiate de tromboflebita sinusului cavernos , 17 1 4 Particularități privind prelevarea probelor Prelevarea probelor pentru investigarea microbiologică a infecțiilor oculare se face în cabinetul de oftalmologie sau în sala de operație și presupune cunoștințe, manualitate și responsabilitate proprii specialistului oftalmolog Tehnicianul microbiolog oferă numai asistență tehnică prin pregătirea trusei de recoltare și privitor la efectuarea frotiurilor și însămânțărilor extemporanee în afară de instrumentarul de investigație clinică și operator și de facilitățile (soluție anestezică, lampă cu fantă, microscop operator etc ) proprii specialității, oftalmologul trebuie să mai aibă la dispoziție o trusă care cuprinde: • tampoane mici din vată cu fibra lungă, preferabil din alginat de calciu; • spatulă de platină; • ansă bacteriologică; • micropipete pentru aspirarea conținutului din sacul conjunctiva!; • lame și lamele de microscop curate și sterilizate; • membrane filtrante Millipore; • lampă de spirt; • o baterie cu medii de cultură pentru izolarea bacteriilor, micobacteriilor și fungilor 303 17 2 CONJUNCTIVITE 17 2 1 Spectrul etiologic Spectrul etiologic al conjunctivitelor este foarte variat în afara agenților infecțioși (tabelul 17-1), inflamații ale conjunctivei produc variate alergene (e g , polenul gramineelor, cosmetice), substanțe toxice, iradierea cu ultraviolete etc Tabelul 17-1 Semnificația clinică a agenților infecțioși* depistați pe mucoasa pacienților cu conjunctivite Semnificație certă Semnificație posibilă Bacterii Bacterii Haemophihis influenzae biovar III Streptococcus pneumoniae (H aegyptius) S pyogenes - Neisseria gonorrhoeae Staphylococcus aureus N meningitidis Acinelobacter calcoacericus var anitratus Treponema pallidum Moraxella lacunara Mycobacterium tuberculosis En terobacte ri aceae Francisella tularensis Pseudomonas aeruginosa Corynebacterium diphtheriae Actinomyces spp Listeria monocytogenes Bacillus spp Haemophihis ducreyi Bifldobacterium spp Fusobacterium spp Lactobacillus spp Chlamidii Peptostreptococcus spp Chlamydia trachomatis serovar: A, B, Ba, C; Propionibacterium spp D-K; Semnificație absentă sau excepțională Ч-Ц Bacterii Virusuri Stafilococi coagulazo-negativi Moraxella catarrhalis Adenoviridae, serovaruri: Clostridiwn spp mai frecvente: 3,4,7, 14 mai rare: 1,2, 5, 6,9, 10, 15,37 Herpetovi ridae: v herpes simplex, v, variceia-zoster y, BpstgiibBarr Qifliamyyawridae: v, gripal Paramyxovi ridae: v rujeolic, v urlian Papovaviridae: v papilomei Picornaviridae: v Coxsackie Streptococi viridans A24, enterovirus 70 Poxviridae: v vaccinia, V molluscum contagiosum Togaviridae: v rubeolic Fungi Candida spp Rhinosporidiian seeberi Sporothrix schenckii * Nu sunt incluse filariile cu tropism ocular, agenți infecțioși absenți în România 304 Oftalmiile neonatale prezintă, date fiind condițiile contagiului și reactivității nou-născutului, unele particularități etiologice Oftalmia gonococică, principală cauză de orbire altădată, este controlată prin instilarea intraconjunctivală la naștere a soluției 1% nitrat de argint însuși colinii poate cauza la cca 12% din nou-născuți iritație conjunctivală trecătoare Chlamydia trachomatis prin serovarurile D-K, este în prezent cea mai frecventă cauză de conjunctivită neonatală Ocazional au fost comunicate conjunctivite neonatale determinate de S aureus, cu posibilitatea evoluției concomitente a sindromului pielii opărite, de H influenzjae complicate de meningită, de pneumococi, frecvent însoțite de dacriocistită, de Shigella flexneri complicate cu etmoidită, Pseudomonas aeruginosa Conjunctivite primare cu virusul herpex simplex tip 2 evoluează în general spre vindecare, dar uneori este afectată și corneea Diferențierea conjunctivitelor în grupe etiologice (e g , bacteriene versus virale ori chlamidiale) prin criterii clinico-epidemiologice este aproximativă, iar în cadrul grupelor simptomatologia clinică are o redusă predicție pozitivă pentru o anume etiologic De aici decurge importanța examenelor de laborator Relația cost-beneficiu a acestor examene face ca multe conjunctivite benigne să fie tratate empiric 17 2 2 Investigația etiologică în conjunctivite înregistrează: • prezența sau absența exsudatului conjunctival; • aspectul exsudatului: seros, sero-purulent, purulent, muco-purulent, fibrinos-pseudomembranos etc ; • aspectul mucoasei: edemul, congestia, hemoragii, reacția foliculară, papilară, ulcerații etc Prelevarea probelor Pentru a asigura calitatea probelor prelevă-le înainte de: • toaleta feței, care îndepărtează din secreții și exsudatul conjunctival; • terapie antimicrobiană, topică sau sistemică, pentru că reduce șansa izolării agentului infecțios; corticoterapie, care modifică citologia • aplicarea soluției de fluoresceină, care denaturează colorațiile imunofluorescente; • machiaj, care face dificil examenul citobacterioscopic Examinează, după caz, separat: • Exsudatul acumulat în sacul conjunctival și pe suprafața ambelor conjunctive palpebrale, prelevat pe tampoane umectate cu bulion nutritiv • Exsudatul seros sau sero-purulent aspirat, prin capilaritate, cu micropipeta din sacul conjunctival • Raclatul, realizat cu spatula de platină sterilă, separat de pe conjunctiva tarsală superioară și inferioară La aprecierea oftalmologului, această metodă agresivă poate fi înlocuită prin amprente citologice, respectiv prin amprente pe membrane Millipore pentru cultivare • Probe de ser, precoce și tardiv, pentru serodiagnosticul conjunctivitelor chlamidiale și virale, ‘ 305 Efectuează extemporaneu frotiuri pentru colorațiile Gram și Giemsa sau colorații speciale (e g , PAS, imunofluorescență) însămânțează extemporaneu probele pentru izolarea bacteriilor Expediază laboratorului de referință separat, în medii de transport adecvate, probele pentru izolarea chlamidiilor și virusurilor (revezi Cap 8) Microscopia în secreția conjunctivală normală putem observa: celule descuamate integre sau pe cale de liză, rare leucocite polimorfonucleare mai mult sau mai puțin alterate, rare macrofage Pot fi prezenți coci, bacili difterimorfi, uzual în cantități reduse, ocazional levuri rotunjite sau înmugurite Particule brune cu diametre variabile provin din rimei, iar particule gălbui, cu diametrul de ordinul jlm, provin din fondul de ten sau pudră (de orez) Urmărește: • Pe frotiul colorat Gram din exsudatul conjunctiva!: reacția inflamatorie, numărul și caracterele morfo-tinctoriale ale microorganismelor Prezența, în contextul reacției inflamatorii, a foarte numeroase bactrerii monomorfe indică o conjunctivită bacteriană D'iplococii gram-negativi „în boabe de cafea", cu dispoziție intracelulară, sunt puternic sugestivi pentru conjunctivita gonococică, dar rezultatul comunicat în acest stadiu rămâne prezumtiv și investigația trebuie continuată pentru că: - circulă tulpini de gonococ producătoare de |3-lactamnază și multiplu rezistente la antibiotice, de unde necesitatea antibiogramei; - sunt semnalate confuzii microscopice între conjunctivita neonatală cu Moraxella catarrhalis și oftamia gonococică sau între Acinetobacter cacoaceticus, specie rezistentă la penicilină și gonococi Numeroase levuri intra- și extracelulare sau prezența filamentelor miceliene indică o conjunctivită fungică • Pe frotiul colorat Giemsa din exsudat, dar mai ales din raclatul sau amprentele conjunctivale: detalii citologice fine, prezența incluziilor chlamidiale sau virale, a unor fungi particulari Celulele epiteliale superficiale, majoritare, apar mari, înalte și prismatice, iar cele profunde mici, neregulat poliedrice sau fusiforme Celulele caliciforme sunt globuloase, au citoplasmă palidă, plină cu picături de mucus, și nucleul mai mult sau mai puțin deformat Reacția inflamatorie este dominată de polimorfonucleare neutrofile în conjunctivitele bacteriene acute Proporția limfocitelor și macrofagelor crește în conjunctivitele bacteriene cronice sau în conjunctivitele cronice cu etiologie nedeterminată; devin celule predominante în conjunctivitele virale în conjunctivitele alergice observăm numeroase polimorfonucleare neutrofile și eozinofile, câteva macrofage și mastocite Densitatea eozinofilelor este proporțională cu intensitatea semnelor clinice (e g , după expunere acută la polenuri); sunt înlocuite prin mastocite între expunerile la antigen în conjunctivitele chlamidiale reacția inflamatorie este mixtă, cu polimorfonucleare neutrofile, limfocite și plasmocite Caracteristice sunt incluziunile chlamidiale bazofile compacte, care destind celulele epiteliale și le deplasează nucleul Sensibilitatea depistării incluziunilor chlamidiale prin colorația Giemsa este satisfăcătoare în conjunctivitele 306 neontale, dar semnificativ mai redusă în conjunctivitele adultului în trachom densitatea influziunilor este mai mare în raclatul de pe conjunctivă tarsală superioară, iar în conjunctivitele comune cu incluziuni în raclatul conjunctivei tarsale inferioare La pacienții cu conjunctivite adenovirale putem observa, fără a fi patognomonice, incluziuni intranucleare bazofile în conjunctivitele herpetice apar celule gigante mutinucleate, cu citoplasmă balonizată Numai prin colorație cu hematoxilin-eozină pot fi observate intranuclear incluziuni Cowdry tip A (icluziuni precoce eozinofîle): întregul nucleu, până la cromatina marginată, este ocupat de incluziunea colorată în albastru Dar microscopia pe aceste preparate uzuale nu diferențiază cert între infecția cu virusul herpes simplex sau varicella-zoster Conjunctivita determinată de Rhinosporidium seeberi, o infecție mai rară, poate fi diagnosticată numai microscopic deoarece fungul nu a fost cultivat încă Proba trebuie prelevată sub microscopul operator pentru că fungul se dezvoltă profund în submucoasă, sub formă de chiști Pe frotiu chiștii apar cu diametrul între 10-200 pm; au peretele gros și Ia maturitate, sunt plini cu spori • Colorația imunofluorescentă este cea mai sensibilă și specifică metodă pentru diagnosticul rapid al conjunctivitelor chlamidiale (cu posibilitatea diferențierii serovarurilor trachomului de cele ale conjunctivitei cu incluziuni) și virale • în suspiciunea tuberculozei conjunctivale un frotiu trebuie colorat pentru depistarea bacililor acido-rezistenți' o colorație cu fucsină fenicată sau una fluorescentă Cultivarea însămânțările pentru izolarea bacteriilor și fungilor pot fi făcute extemporaneu pe un set de medii care include: agar-sânge, agar-sânge anaerob (preredus), agar-sânge șocolat, agar MacConkey, agar Thayer Martin modificat (preîncălzit), agar Sabouraud Rezultatele microscopice directe și circumstanțele clinico-epidemiologice pot restrânge sau modifica bateria indicată a mediilor de izolare Folosirea agarului-sânge șocolat îmbogățit cu supliment nutritiv și selectiv pentru Neisseria suplinește mediul Thayer Martin modificat, iar cu suplimente care conțin cistină ori cisteină este util în suspiciunea tularemiei oculare Când prelevarea a fost făcută prin amprentare pe membrană Millipore, decupează fragmente pentru a le însămânța, cu amprenta în sus, pe suprafața diferitelor medii de cultură Posibilitatea rară a conjunctivitei difterice, dedusă și din contextul clinic, impune însămânțarea probei în paralel pe un mediu selectiv cu telurit de potasiu și în mediul de îmbogățire OST Probele în care urmărim Mycobacterium tuberculosis trebuie să ajungă în laborator ca atare pentru decontaminare înainte de însămânțarea pe mai multe tuburi cu mediul Lowenstein-Jensen Expedierea către laboratoarele de referință a probelor pentru izolare de virus sau Chlamydia poate fi făcută inițial, pe baza circumstanțelor clinico-epidemiologice sau a rezultatelor microscopiei directe Incubează și urmărește zilnic culturile în raport cu exigențele de creștere ale agenților infecțioși posibil implicați înregistrează caracterele de cultură, microscopice și biochimice de identificare preliminară Comunică etapizat depistarea microscopică, rezultatele izolării și identitatea preliminară a patogenilor primari ai conjunctivei 307 Semnificația clinică a microorganismelor condiționat patogene din prelevatele conjunctivale este dificil de probat, mai ales când habitează și suprafețele învecinate Argumentarea se poate baza pe: izolare monomicrobiană, prezența unui izolat predominant și în cantitate mare în contextul inflamator observat pe frotiul direct, condiții predispozante ca imunodeficiența, antibioticoterapie cu spectru larg Repică colonii bine individualizate pentru a obține cultura pură necesară testelor definitive de identificare și antibiogramei izolatelor clinic semnificative Deoarece tratamentul conjunctivitelor se face prin aplicații topice de coliruri sau pomezi oftahnice cu penicilină, gentamicină, neomicină, tetracicline, macrolide, cloramfenicol, rifampicină, polimixină, bacitracină sau nistatin, în funcție de izolate, testează sensibilitatea față de antibioticele incluse în aceste preparate comerciale și comunică inclusiv sensibilitatea intennediară Rezultate negative, „prelevat steril“, trebuie comunicate imediat pentru că impun: • în prima etapă, investigații pentru eliminarea conjunctivitei neonatale prin nitrat de argint, a conjunctivitelor prin corpi străini, agenți fizici, agenți chimici sau a conjunctivitelor iatrogene; • în a doua etapă investigații pentru infecția cu C trachomatis, virală sau sifilis 17 3 KERATITE 17 3 1 Aspecte etio-patogenetice Inflamația corneei, keratita, poate fi rezultatul agresiunii infecțioase sau al celei antigenice Condiții locale (e g , lentile de contact, avitaminoză, trichiază-entropion, anomalii ale marginii pleoapelor, hiposecreția lacrimală, tulburări neurologice cu anestezierea corneei) favorizează microtraumatisme și traumatisme care deschid calea infecției, iar condiții sistemice (e g , diabet, imunodeficiențe, alcoolism ori avitaminoze) favorizează invazia corneei de către agenți infecțioși chiar cu potențial invaziv redus cum sunt Staphylococcus epidermidis, streptococi viridans Continuitatea epitelială permite extinderea infecției de la conjunctivă la comee: kerato-conjunctivite Puține bacterii penetrează epiteliul cornean intact (e g , Neisseria gonorrhoeae, Corynebacterium diphtheriae, Treponema pallidum), dar virusurile cu tropism conjunctivo’comean (herpesvirusuri, adenovirusuri, virusul vaccinia) o fac Corneea poate fi invadată pe cale nervoasă în herpesul recidivant, herpes zoster, rabie Keratite interștițiale în cadrul difuziunii sistemice a sifilisului sau tuberculozei pot fi posibile Majoritatea keratitelor apar însă prin inocularea traumatică a agenților infecțioși, care între 65 și 90% sunt bacterii Până la 80% din ulcerele corneene sunt determinate de Staphylococcus aureus, Streptococcuspneumoniae și Pseudomonas aeruginosa Plăgile corneene prin materiale vegetale, mai ales urmate de aplicații topice ale antibioticelor cu spectru larg și steroizi, favorizează infecția fungică 308 Un grad de inflamație intraoculară se adaugă celei corneene și ajunge chiar la formare de hipopion, dar umorile oculare rămân uzual sterile până în stadiile mai tardive ale ulcerului comean când infecția se extinde la tunicile interne și umorile oculare Dacă semnele locale pot diferenția keratitele virale de cele prin alți agenți infecțioși, diagnosticul diferențial în cadrul acestor grupe impune examene microbiologice Varietatea agenților etiologici (tabelul 17-2), evoluția rapidă spre perforația corneei cu endoftalmită a unor infecții, ca acelea cu V gonorrhoeae, P aeruginosa, S aureus particularitățile de prelevare și volumul redus al probelor fac din investigația etiologică a keratitelor și ulcerelor corneene un act de responsabilitate cu anumite particularități Tabelul 17-2 Agenți infecțioși cauzatori de keratite* j Bacterii Coci gram-pozitivi i Streptococcuspneumoniae** Staphylococcus aureus** S epidermidis Streptococcus pyogenes Peptococcus niger Peptostreptococcus spp Spirochete Treponema pullidum Chlamidii Chlamydia trachomatis serovarurile: A, B Ba C Virusuri Herpesviridae (v herpes, simplex, v varicela-zoster, v Epstein-Barr) Adenoviridae serovarurile 8 І9, 37 Coci cocobacili gram-negativi Neisseria gonorrhoeae Moraxella lacunata - M nonlicjuefaciens Haemophilus influenzae Acinetobacter calcoaceticus Pasteurella multocida Poxviridae (v vaccinia, v molluscum conta-giosum) Paramayxoviridae (v rujeolic) Fungi Fusarium spp Aspergillus fumigatus Bacili gram-negativi Enterobacteriaceae A flavus Candida spp Pseudomonas aeruginosa** și alte pseudomonade Pseudallescheria boydii Aeromonas hydrophila Cephalosporium spp Curvularia spp Bacili gram-pozitivi Bacillus, sp’-cii antracoide Corynebacu ritm diphtheriae Corynebacterium spp Penicillium spp Paecilomyces spp Phialophora spp Dreschslera spp Listeria monocytogenes Protozoare Acanthainoeba polyphaga A castellanii Actinomicete Nocardia Aciințmiycgs МісяЬШзИ* МусоЬигіегіцщ tuherpulașis bLfortuitum-chelanae (complex) î i j *Nu sunt incluse filariile cu tropism ocular, absente în România **Cauzează majoritatea ulcerelor bacteriene ale corneei 'ЗЛП 17 3 2 Investigația etiologică a keratitelor Prelevarea probelor Imediat după stabilirea diagnosticului clinic și a indicației pentru investigația microbiologică trebuie prelevate următoarele probe: • Raclat din mai multe arii ale ulcerului comean prelevat cu spatula de platină sterilă Oportunitatea aplicării topice a unei soluții anestezice este hotărâtă de oftalmolog • Tampoane din fundul de sac conjunctival și pe de conjunctiva tarsală sau chiar raclat de pe conjunctiva tarsală dacă pacientul are kerato-conjunctivită • Probe biopsice (keratectomie superficială sau biopsie comeană) prelevate sub microscop în sala de operație, dacă examinarea prelevatelor mai puțin agresive a rămas neconcludentă Microscopia Efectuează extemporaneu preparate microscopice cu prelevatul depus direct cu spatula de platină pe lame de microscop sterile pentru: • Colorația Gram, care permite bacterioscopia • Colorația Giemsa, prin care urmărim incluziunile bazofile intracitoplasmice chlamidiale sau efecte citopatice virale • Preparat între lamă și lamelă montat în soluție 10% KOH, pe care urmărim prezența fungilor prin examinare cu obiectivul 10 X și 40 X la microscopul optic uzual cu lumina corespunzător diafragmată sau, mai bine, prin microscopie în contrast de fază Alte frotiuri pot fi colorate imiuiofluorescent, dacă dispunem de facilități, pentru a depista mai sensibil și identifica C trachomatis sau virusuri ; prin impregnație argentică Grocott-Gomori pentru depistarea mai sensibilă și cu detalii morfologice a fungilor; cu fluorocrom sau fucsină fenicată pentru depistarea micobacteriilor Suspiciunea infecției cu Acanthamoeba impune microscopia imediată, în contrast de fază sau la microscopul uzual cu lumina suficient diafragmată, a prepratului între lamă și lamelă obținut prin suspensionarea raclatului comean în soluție salină Page pentru amibe Micile piese bioptice trebuie mai întâi triturate cu câteva picături de soluție salină Page în omogenizator Griffith Se poate efectua și un frotiu colorat trichrom sau cu sulfat feriamoniacal-hematoxilină Testul de gelificare a Uzatului amibocitelor de Limulus polyphemus poate fi util pentru depistarea rapidă a bacililor gram-negativi în raclatul cornean Cultivarea Este indicată următoarea baterie cu medii de cultură: câte o placă cu agar-sânge, agar șocolat pe bază de infuzie cord-creier (preîncălzite), agar-sânge anaerob (preredus), agar Sabouraud, o pantă cu mediul Lowenstein-Jensen Facultativ, în funcție de prelevatul disponibil, poate fi însămânțat un mediu diferențial lactozat Raclatul comean trebuie însămânțat și etalat în spot, direct cu spatula de recoltare Pe a doua jumătate a fiecărei plăci pot fî epuizate prelevate conjunctivale ale pacientului Acanthamoeba poate fi izolată prin cocultivare cu Escherichia coli, pe gel de agar transparent (revezi 10 4 6 ) Spatula cu raclatul coreean trebuie descărcată într-o picătură de soluție salină pentru amibe depusă în centrul ariei preînsămânțate cu E coli Probele de epiteliu comean debridat din leziunile virale trebuie suspensionate în mediul de transport pentru expediere la laboratorul de referință (revezi Cap 8) 310 Incubează și urmărește culturile în raport cu exigențele de creștere ale agenților infecțioși posibili implicați Compară izolatele din prelevatul cornean și conjunctival pe baza caracterelor de identificare preliminară (de cultură, microscopice etc ) pentru a hotărî izolatele cu semnificație clinică și a elimina de la identificarea definitivă contaminanții de pe conjunctivă Comunică identitatea probabilă a agentului infecțios cu semnificație clinică (e g , bacii gram-negativ, fung ș a ) și procedează la repicare pentru a obține cultura pură necesară identificării definitive 17 4 ENDOFTALMITE 17 4 1 Aspecte etio-patogenetice Endoftalmitele sunt afecțiuni inflamatorii ale uveei și mediilor interne ale globului ocular Cel mai frecvent au etiologie infecțioasă (tabelul 17-3), dar pot fi și neinfecțioase, determinate de procese autoimune (oftalmia simpatică), de hematoame intraoculare, corpi străini aseptici și substanțe chimice rămase în ochi după intervenții chirurgicale Tabelul 17-3 Agenți infecțioși cauzatori de endoftalmite Bacterii Vezi agenții keratitelor (tabelul 17-2) exclusiv: Carynebacterium diphtheriae Chlamydia trachomatis inclusiv: Bacteroides spp Fusobacterium spp Lactobacillus spp Veillonella spp Mycobaterium leprae M avium-intracellulare Fungi Infecții endogene * Aspergillus spp Candida spp Cryptococcus neoformans Blastonryces dennatitidis Histoplasma capsidatum Zigomicete Sporothrix schenckii infecții exogene** Cephalosporium spp Paecilomyces spp Coiynebacterium diphtheriae Aspergillus spp Volutella spp Cladosporium spp Penicillium spp Trichosporon spp Sporothrix schenckii Fusarium spp Virusuri Herpes simplex Varicela zoster Citomegalovirus v rujeolic v rubeolic Protozoare Toxoplasma gondii Viermi Taenia solium (cisticercozâ) Toxocara caniș și T, cati (larva migrans) * Localizări endooculare în infecții sistemice sau propagarea prin orbită a infecțiilor din cavitățile periorbitare (e g mucormicoza sau aspergiloza sinusurilor paranazale) ** Posttraumatic, accidentale sau chirurgicale, perforarea unor ulcere, corneene Uyeitele în care clementul infecțios este dominant sunt infecții exogene sau infecții prin contiguitate ori continuitate • Infecții exogene urmează inoculării unor microorganisme (bacterie sau fung) prin plagă perforată, plagă chirurgicală sau ulcer comean ori scleral Sunt o cauză importantă a endoftalmitelor Excepțional, și nu în România, sunt urmarea unor miaze conjunctivale (e g , cu Oestrus ovis) • Infecțiile endogene sunt o altă cauză importantă a endoftalmitelor Agenții infecțioși (bacterii, virusuri, fungi, protozoare sau metazoare) provin dintr-un focar infecțios situat în altă regiune a corpului Frecvent sunt indubitabil metastatice, dar pot fî și expresia unei sensibilizări la agentul infecțios • Infecții prin contiguitate ori continuitate Propagarea infecției de la structuri vecine ochiului este o eventualitate rară Sunt de reținut abcese orbitare, tromboflebita venelor orbitare, meningite cu propagarea infecției prin teaca nervului optic Conjunctivitele purulente (pneumococice, gonococice), mai frecvent keratitele sau scleritele, determină iridociclite toxice, aseptice, deși apare hipopion Dintre endoftalmitele septice aproximativ 65% sunt determinate de coci gram-pozitivi, 24% de bacili și cocobacili gram-negativi, iar 11% sunt fungice Lentilele și umorile intraoculare sunt un bun mediu de cultură segregat în mod normal de principalele sisteme antimicrobiene ale mediului intern De aceea, la acest nivel se pot implanta și iniția infecții microorganisme saprofîte de pe suprafața conjunctivei sau a agentului traumatic Aceasta explică implicarea în cca 28% din endoftalmite a Staphylococcus epidermidis sau varietatea fungilor implicați în infecțiile exogene (v tabelul 17-3) 17 4 2 Investigarea etiologică a endoftalmitelor Prelevarea probelor Examinăm: prelevate endooculare, prelevate superficiale, conjunctivale și prelevate din focare septice extraoculare Probe de sânge sunt utile pentru diagnosticul serologic în infecțiile virale, rickettsiene, cu Toxoplasma sau cu nemathelminți 1) Prelevările endooculare se fac în sala de operație sub anestezie generală sau locală și includ: • Prelevarea camerulară: aspiratul prin puncția camerei anterioare • Prelevări vitreene: Aspiratul prin puncție vitreană Vitrectonfia este un gest terapeutic și diagnostic indicat în faza inițială a endoftalmitelor septice cu puroi endoocular gros, vâscos Oferă două probe: puroiul și irigatul vitrean Siguranța și sensibilitatea examinării irigatului vitrean cresc dacă prelevarea se face pe membrană filtrantă Millipore interpusă în sistemul de aspirație 2) Prelevări superficiale: • Exsudat din plaga oculară cu sau fără fenomene de abcedare • Raclat sau probe biopsice din ulcerul cornean • Exsudatul cojunctival 312 Prelevarea și examinarea exsudatului conjunctiva! este necesară și preoperator la pacienți cu risc pentru endoftalmită: ochi congestiv, obstrucția căilor lacrimale, purtători de lentile de contact, proteză la celălalt ochi 3) Prelevări din focare septice extraoculare sunt indicate preoperator: probe din focare infecțioase dentare, ale sinusurilor paranazale sau alte focare septice la distanță 4) Hemoculturi pentru bacterii și fungi 5) Probe de ser pentru investigarea unor posibile infecții virale, fungice sau a toxoplasmozei Prelucrarea probelor Cetrifughează 10 minute la 1000-2000 xg aspiratul camerular și aspiratul sau irigatul vitrean Decantează și utilizează sedimentul pentru examenul cito-bacteriologic/micologic Reține separat supernatantul aspiratelor pentru eventuale dozări biochimice, depitare de antigene sau anticorpi (vezi mai jos) Microscopia Efectuează din sedimentul probelor sau din puroiul vitrean frotiuri colorate Giemsa, Gram și PAS pentru examen extemporaneu Colorația Giemsa, coroborată și cu alte teste, poate orienta satisfăcător diagnosticul: —O reacție inflamatorie dominată de polimorfonucleare neutrofile intacte sau alterate pledează pentru etiologia bacteriană Dacă bacterioscopia este negativă apare utilă dozarea glucozei și acidului lactic în aspiratul vitrean: în endoftalmitele bacteriene glucoza din vitros scade mult sub concentrația normală de 70 mg/dL Testul de gelificare a lizatului amibocitelor de Limulus este rapid și foarte sensibil pentru depistarea infecției cu bacterii gram-negative în aspiratul camerular -O proporție crescută a eozinofilelor în aspiratul camerular este un semn important al endoftalmitelor determinate de nematode în aceste condiții depistarea prin EL1SA a anticorpilor anti- Toxocara confirmă diagnosticul, iar un nivel nonnal al lactic-dehidrogenazei poate exclude diagnosticul de retinoblastom Frotiul colorat Gram permite bacterioscopia cu diferențierile morfo-tinctoriale atât de necesare terapiei antimicrobiene de primă intenție Colorația PAS sau, dacă este accesibilă, impregnația argentică Grocott-Gomori depistează cu sensibilitate mai mare lungii Comunică imediat rezultatele microscopiei Absența unui microorganism pe frotiul direct nu exclude însă etiologia microbiană Cultivarea însămânțează prelevatele oculare pe o baterie de medii care include: câte o placă cu agar-sânge, agar șocolat pe bază de infuzie cord-creier (preîncălzite), agar-sânge anaerob (preredus), un mediu diferențial lactozat, agar Sabouraud și una sau mai multe pante cu mediul Lowenstein-Jensen Completează bateria de izolare din prelevatele endoculare și cu un tub cu bulion tioglicolat îmbogățit Pentru probele din focare septice extraoculare și hemoculturi procedează conform indicațiilor din Capitolele 11 și respectiv 9 Incubează și urmărește culturile în condițiile care satisfac varietatea agenților etiologici posibili Compară izolatele din variatele prelevate însămânțate, coroborează, dacă este posibil, rezultatele culturii cu cele ale microscopiei pentru a stabili cu mai multă siguranță care sunt izolatele cu semnificație clinică și procedează la identificarea acestora Comunică etapizat rezultatele începând din momentul argumentării suficiente a semnificației lor clinice (categoria microscopică, antibiograma, genul, specia) 313 17 5 INFECȚIILE PLEOAPELOR 17 5 1 Aspecte clinice și etio-patogenetice Inflamațiile pleoapelor sunt afecțiuni frecvente Clinic, distingem impetigo, dermatite blefarite și hordeolum Blefarita este inflamația marginii libere a pleoapei Uzual este bilaterală și cu evoluție cronică Poate fi expresia unei infecții, cauzată mai frecvent de stafilococi (5 aureus, S epidennidis) posibil însă și de Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Moraxella spp , virusul herpes simplex sau molluscum contagiosum, sau infestării cu Phthirius pubis, eventual Demodex spp Dar pot fi și alergice cauzate de cosmetice sau coliruri Hordeolum este o infecție supurați vă a glandelor pleoapei -Zeiss, Moli (hordeolum extern) sau Meibomius (hordeolum intern) - cauzată de stafilococi Alte forme de inflamație supurativă a pleoapei, posttrâumatice sau prin propagare de la orbită, sinusurile paranazale etc , au etiologic mai variată 17 5 2 Investigarea etiologică a infecțiilor pleoapei Prelevarea probelor Examinăm: tampoane de pe marginea liberă a pleoapelor afectate de blefarită, puroi din inflamațiile supurative Examinează probele de puroi conform indicațiilor din Cap 11 Epuizează tamponul cu exsudat din leziunile de blefarită pe o placă cu agar-sânge și incubează cultura aerob, peste noapte, la 37°C Urmărește și identifică izolatele predominante 17 6 INFECȚIILE APARATULUI LACRIMAL 17 6 1 Aspecte clinice și etio-patogenetice Infecțiile interesează mai frecvent căile lacrimale decât glandele lacrimale Canaliculitele se manifestă ca inflamații cronice mai mult sau mai puțin discrete cauzate mai frecvent de actinomicete (Actinomyces spp , Propionibaclerium pro-pionicus), Malassezia pachidermatis, Fusobacterium spp Infecția cronică determină frecvent formarea de concrețiuni care se calcifică și obstinează canaliculele lacrimale Obstruarea canalului lacrimo-nazal este frecvent urmarea unor afecțiuni inflamatorii de vecinătate (rinite, sinuzită maxilară, inflamații apicale dentare) și mai rar a traumatismelor accidentale sau operatorii la nivelul sinusurilor sau rădăcinilor dentare Favorizează infecții ale sacului lacrimal, dacriocistite, care pot fi cronice sau acute Dacriocistitele cronice sunt cauzate mai frecvent de pneumococi, asociații de stafilococi, streptococi și bacii piocianic Ocazional pot fi implicate Actinomyces spp , Aspergillus spp sau Candida albicans Chlamydia trachomatis poate fi de asemenea o cauză a dacriocistitelor cronice recurente Dacriocistite acute apar pe fondul obstrucției proximale și distale a căilor lacrimale: uzual prin tumefierea mucoasei sau dacrioliți în cursul dacriocistitelor cronice, ocazional 314- în cazuri de sarcoidoză a sacului lacrimal sau traumatisme Cel mai frecent cauza acutizărilor este Streptococcus pyogenes Complicații pot să apară prin extinderea infecției: dacriocistită cufistulizarea sacului lacrimal, ulcer comean marginal Dacrioadenite acute pot fi expresia unor metastaze septice în cursul septicemiilor saubacteriemiilor stafilococice, streptococice, pneumococice, tifoidice, gonococice Mai rar traumatisme locale deschid calea infecției stafilococice sau streptococice La copii, dacrioadenite acute bilaterale pot să apară în cursul parotiditei epidemice sau mononucleozei infecțioase Dacrioadenitele cronice pot să apară în tuberculoză, lepră, sifilis, schistosomiază 17 6 2 Investigația etiologică a infecțiilor căilor lacrimale Prelevarea probelor La pacienții cu dacrioadenite acute unilaterale apărute pe fondul unei infecții sistemice se pot tenta hemoculturi (revezi Cap 9) în formele supurative examinează puroiul obținut prin incizia de drenaj (revezi Cap 11) De la copii cu dacrioadenite acute bilaterale apărute pe fondul unei boli febrile cu simptomatologie sugestivă de parotidită sau mononucleoză infecțioasă, prelevă probe pentru examenul virologic sau serologic (revezi Cap 8) în caz de canaliculită examinează exsudatul restant pe sonda lacrimală și eventuale eoncrețiuni canaliculare De la pacienții cu dacriocistită, în funcție de forma clinică și decizia oftalmologului, se pot examina: puroiul exprimat prin punctele lacrimale la palparea sacului lacrimal tumefiat (prelevare pe tampon), puroiul prelevat prin incizia de drenaj a colecției saculare Pentru microscopia puroiului, concrețiunilor și dacrioliților sau pentru izolarea germenilor, procedează conform indicațiilor din Capitolul 11, vizând izolarea bacteriilor piogene aerobe și anaerobe, a actinomicetelor anaerobe și fungilor Pentru a izola Malassezia pachidermatis însămânțează prelevatele canaliculare pe pantă de agar Sabouraudglucozat cu strat superficial de ulei de măsline Mediul poate fi și selectiv prin adaos de cicloheximidă Incubează tuburile la 30°C sau 37°C în poziție înclinată pentru a menține suprafața mediului sub stratul de ulei Urmărește tuburile până la 4 zile pentru apariția culturii 17 7 INFECȚIILE ORBITEI ȘI SINUSULUI CAVERNOS 17 7 1 Aspecte clinice și etio-patogenetice Osteoperiostita, celulita, abcesul sau flegmonul orbitar sunt cel mai frecvent urmarea propagării prin contiguitate a infecțiilor sinusului maxilar superior Adesea sunt hematogene Ocazional au origine exogenă (post-traumatice, post-operatorii) Osteoperiostita acută este uzual stafîlococică, formele subacute pot fi manifestări ale sifilisului secundar ori terțiar, iar cele cronice sunt tuberculoase Cehditele și infecțiile supurative ale conținutului celulo-adipos orbital sunt cel mai frecvent cauzate de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, S, pneumo- 315 niae La copii sub 5 ani poate fi în cauză și Haemophilus influenzae, când coexistă și o infecție a căilor respiratorii superioare Infecțiile exogene ale orbitei sunt obișnuit mixte cu implicarea variatelor specii din microbiota tegumentului, conjunctivei sau vehiculate de coipi străini Cele propagate de la sinususile maxilare sunt infecții mixte cu variate specii anaerobe Mucormicoza și aspergiloza orbitară sunt infecții rare propagate din sinusuri la paciențiii cu condiții predispozante, e g , obstrucția sinusurilor prin procese inflamatorii alergice, deviație a septului nazal sau polipi nazali Tromboflebita sinusului cavernos prin propagarea infecției orbitare se caracterizează prin agravarea semnelor oculare și generale, alterarea conștientului și apariția semnelor de meningită 17 7 2 Investigarea etiologică a infecțiilor orbitare Efectuează sistematic hemoculturi (revezi Cap 9) Sunt frecvent pozitive când celulita orbitară complică o infecție a tractusului respirator superior la copilul mic Prelevate importante sunt, când există, exsudatul purulent din sinusul maxilar superior (revezi 12 4) sau puroiul conjunctival (revezi 17 2) Când oftalmologul practică incizia pentru drenajul infecțiilor orbitare în faza de supurație, prelevă și examinează probe de puroi (revezi Cap 11) Dacă este suspicionată mucormicoza orbitară trebuie examinate probe biopsice ori raclat prelevat de oto-rino-laringolog din orice zonă necrotică a mucoasei nazale sau palatine Sunt esențiale: • microscopia pe frotiuri colorate Gram și PAS, eventual pe secțiuni histologice colorate cu hematoxilin-eozină sau prin metoda Grocott-Gomori; • însămânțări pe agar-sânge, agar-sânge șocolat, agar Sabouraud, agar-sânge anaerob preredus și, numai probele necontaminate, în bulion triglicolat în tromboflebita sinusului cavernos se impun hemoculturi și examenul unei probe de lichid cefalorahidian (revezi Cap 9 și 10) 316 18 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECȚIILOR BACTERIENE ÎN PATOLOGIA GASTRO-DUODENALĂ (GABRIELA COMAN) 18 1 INTRODUCERE 18 1 1 Condiția anatomohistologică a stomacului 18 1 2 Condiția microbiologică 18 1 3 Considerații clinico-epidemiologice Infecția cu Helicobacter pylori Infecția cu Helycobacter heilmannii 18 1 4 Patogenia bolilor gastroduodenale asociate gastritei cu H pylori 18 2 PRELEVAREA, TRANSPORTUL ȘI CONSERVAREA PROBELOR 18 3 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECȚIEI CU Я pylori 18 3 1 Metode invazive Testul ureazei Microscopia Cultivarea 18 3 2 Metode neinvazive Testul respirator cu uree marcată Diagnosticul serologic Depistarea antigenică în fecale 18 4 DIAGNOSTICUL BACTERIOLOGIC AL INFECȚIEI CU H heilmannii 18 1 INTRODUCERE Evidențierea, în 1982, prin examen microscopic și cultură a Helicobacterpylori în biopsii de mucoasă gastrică de către Warren și Marshall (Australia), și relația prezenței acestei bacterii cu gastrita antrală constituie una din cele mai importante descoperiri medicale de la sfârșitul secolului XX, pentru care cei doi autori au primit premiul Nobel pentru medicină în 2005 Prin numeroase cercetări ulterioare pe care le-a stimulat, s-a ajuns la implicarea acestei bacterii în afecțiuni gastro-duodenale cum sunt ulcerul pep-tic, cancerul și limfomul gastric, modificându-se astfel brutal concepte etiopatogenice ce păreau definite Caracterele morfologice (bacili spiralați gram-negativi) și fiziologice (microaerofili, azaharolitici) au determinat includerea inițială a acestei bacterii în genul Campylobacter sau denumirea de C pyloridis^ apoi C pylori Mai recent, studii de taxonomie moleculară au pledat pentru încadrarea într-un gen nou, Helicobacter Investigarea curentă a biopsiilor gastrice pentru infecția cu H pylori a condus la descoperirea unei alte bacterii spiralate, cu morfologie diferită Descrisă pentru prima dată în 1987 de către Dent și colab , este denumită inițial Gastrospirillum hominis pentru ca ulterior să fie inclusă în genul Helicobacter sub denumirea de H heilmannii 18 1 1 Condiția anatomo-histologică a stomacului Stomacul, primul segment subdiafragmatic al tubului digestiv, reprezintă un organ cavitar cu trei regiuni distincte: cardia, situată distal porțiunii terminale a esofagului, corpul gastric, denumit și fundus de autorii americani, și antrum reprezentat de treimea inferioară a stomacului, înaintea sfîncterului piloric în stomac se realizează mixarea alimentelor ingerate cu sucul gastric bogat în HO și enzime proteolitice 317 Mucoasa gastrică are structuri și funcții complexe: la nivelul cardiei are loc trecerea de la epiteliul stratificat nekeratinizat la epiteliul gastric constituit din celule cilindrice înalte dispuse în monostrat pe membrana bazală; la nivelul pilorului are loc înlocuirea gradată a epiteliului gastric cu cel de tip intestinal Celulele epiteliului gastric realizează o secreție apocrină sau holocrină de mucus ce acoperă cu un strat de 0,5-2,5 mm grosime suprafața mucoasei, cu rol protector față de agenți agresori endogeni (HC1, enzime proteolitice) sau exogeni Mucoasa este străbătută de numeroase orifîcii ce reprezintă deschiderea unor invaginații, criptele gastrice, în interiorul cărora se deschid glandele gastrice, formațiuni tabulare sau ramificate al căror aspect histologic variază în raport de regiune Glandele fundice sunt constituite din celule ce secretă majoritatea componentelor sucului gastric: HC1, factorul intrinsec, pepsina Glandele pilorice, alături de celule producătoare de mucus, conțin celule endocrine G producătoare de gastrină, care stimulează secreția de HC1, și în număr mai redus celule D care produc stomatostatina, cu rol inhibitor al gastrinei în lamina propria se găsesc limfocite în număr foarte redus 18 1 2 Condiția microbiologică Normal mucoasa gastrică nu este colonizată cu bacterii Variate specii de streptococi, stafilococi, neisserii, coliformi, anaerobi pot fi prezente în conținutul gastric, introduse odată cu alimentele sau prin înghițirea secrețiilor oro/nazo-faringiene pH-ul sucului gastric, cuprins între 1-4 datorită secreției de HC1, nu permite multiplicarea acestor bacterii de pasaj, multe dintre ele fiind omorîte La persoanele cu hipo- sau aclorhidrie numărul bacteriilor în conținutul gastric crește semnificativ (>10°/g) La condițiile ostile oferite de stomac este deosebit de bine adaptat# pylori, capabil să colonizeze cronic mucoasa gastrică, îndeosebi antrală Trei factori fac posibilă această colonizare: • producerea de urează în cantitate mare hidrolizează ureea și eliberează amoniac care tamponează pH-ui acid; • forma spiralată și prezența flagelilor unipolari care îi permit traversarea stratului de mucus pentru a ajunge la nivelul celulelor mucoasei gastrice undepH-ul este aproape de neutralitate; • prezența de adezine pe suprafața celulei bacteriene, ce realizează fixarea specifică, exclusiv la nivelul receptorilor celulelor epiteliului gastric Odată stabilit în stomac, H pylori poate persista o lungă perioadă de timp, chiar toată viața, dispariția sa spontană fiind condiționată de instalarea gastritei atrofice cu metaplazie intestinală ce determină dispariția receptorilor celulari Această persistență este posibilă prin faptul că bacteria este capabilă să reziste la fagocitoză și față de apărarea umorală locală (IgA și IgG) prin mecanisme încă nedemonstrate Spre deosebire de flora comensală a altor mucoase, prezența H pylori pe suprafața mucoasei gastrice se însoțește întotdeauna de un infiltrat inflamator (limfocite, plasmocite, macrofage, polimorfonucleare), cu apariția gastritei de tip B, depistată prin examen histopatologic Uneori în lamina propria se constituie foliculi limfoizi care, prin dimensiunea lor, mai ales la copii, pot proemina spre lumenul gastric determinând gastrita nodulară antrală ce poate fi observată endoscopic Eradicarea terapeutică a bacteriei se însoțește întotdeauna de vindecarea procesului inflamator 318 Prezența în mucus gastric a H heilmannii este mult mai rar întâlnită, forma sa spiralată, flagelii multipli bipolari și producerea de urează permițându-i de asemenea să se implanteze în acest ecosistem restrictiv Ca și în cazul H pylori, colonizarea este însoțită de o gastrită cronică activă Prezența concomitentă a celor două bacterii pe mucoasa gastrică este foarte rară în raport cu prevalență infecției cu H pylori în populația generală, ceea ce presupune existența unei relații de antagonism între aceste specii 18 1 3 Considerații clinico-epidemiologice 18 1 3 1 Infecția cu H pylori Consecințele clinice ale infecției cu H pylori au fost comparate metaforic cu un „aisberg46, partea scunfundată corespunzând cazurilor majoritare cu gastrită cronică asimptomatică, iar vârfurile vizibile fiind reprezentate de ulcerul peptic și cancerul gastric Este în discuție existența unui al treilea vârf care ar corespunde dispepsiei neulceroase Se consideră că infecția cu H pylori este cea mai frecventă și persistentă infecție din lume, care afectează aproximativ jumătate din populația globului Frecvența crește progresiv cu vârsta, într-un mod diferit în țările dezvoltate față de cele în curs de dezvoltare: în acestea din urmă colonizarea are loc la vârste mult mai mici, iar prevalență infecției la adult este mult superioară Sursa de infecție este reprezentată de om, fiind suspectată calea de transmitere oral-orală și cea fecal-orală în transmiterea infecției pare necesar contactul strâns între persoane, legat de rezistența scăzută a H pylori în mediul extern, cazurile fiind în special grupate intrafamilial sau în colectivități parafamiliale Deși recent, a fost dovedit că această bacterie poate coloniza mucoasa gastrică la pisici, nici un caz de transmitere directă de la animal la om nu a fost documentat 18 1 3 2 Infecția cu H heilmannii Manifestările clinice sunt de tip dispeptic, uneori intense, prin endoscopie putându-se evidenția la unele cazuri eroziuni sau ulcerații multiple, în special la nivelul mucoasei antrale Prevalență infecției este mult mai scăzută, comparativ cu H pylori, apreciată între 0,25-1,9% la persoanele care au fost supuse unui examen endoscopie gastric Din 987 copii, între 3 și 16 ani, examinați prin biopsii gastrice la Spitalul clinic de Copii „Sf Maria” - Iași, 18 (1,8%) au avut gastrită cu H heilmannii (date personale comunicate) Infecția este suspectată a fi o zoonoză întrucât bacterii necultivabile cu caractere morfologice și structurale asemănătoare, dar al căror genom nu a fost caracterizat, au fost puse în evidență la câini, pisici, porci 18 1 4 Patogenia bolilor gastro-duodenale asociate gastritei cu IL pylori După un episod acut de scurtă durată, infecția cu H pylori determină constant o inflamație cronică a mucoasei gastrice antrale care crește riscul apariției ulcerului duodenal, gastrita gastrofundică fiind factorul de risc pentru ulcerul gastric Bacteria intervine în ulcerogeneză prin două mecanisme fundamentale: direct, prin diminuarea rezistenței 319 mucoasei față de factori agresivi, și indirect, prin creșterea secreției acide gastrice consecutiv creșterii nivelului plasmatic al gastrinei și scăderii concentrației stomatostatinei Gastrita cronică cu H pylori este considerată, de asemenea, un factor major de risc în apariția cancerului gastric prin evoluția sa în timp spre o gastrită atrofică și metaplazie intestinală, cu extindere spre corpul gastric Studii sero-epidemiologice au arătat că la cei cu gastrită cu H pylori există un risc aproximativ de 6 ori mai mare de a face cancer gastric în 1994, în cadrul unei reuniuni a experților O M S , H pylori a fost încadrat în grupa I de agenți cancerigeni, fiind prima bacterie căreia i se recunoaște un asemenea rol H pylori intervine în apariția limfomului gastric de tip MALT („mucosa associ-ated lymphoid tissue ”) cu celule mici B, prin inducerea constituirii foliculilor limfoizi în lamina propria Involuția tumorii sub efectul eradicării bacteriei prin antibioticoterapie constituie o situație neîntâlnită în bolile neoplazice și pledează, în plus, în favoarea unei relații de cauzalitate Implicarea H pylori în apariția unor boli atât de diferite, ce survin la un număr redus de persoane, comparativ cu cele infectate, poate fi explicată prin existența unor tulpini diferite ca virulență (producătoare de citotoxină vacuolizantă, posesoare ale antigenului Cag A etc ) care determină infecții la persoane cu anumită predispoziție genetică, în prezența unor factori de mediu favorizanți (obiceiuri alimentare, tabagism, stress, având de asemenea importanță vârsta la care survine infecția) Sunt considerate astfel aceste afecțiuni gastro-duodenale ca boli multifactoriale în care prezența H pylori este necesară, dar nu suficientă 18 2 PRELEVAREA, TRANSPORTUL ȘI CONSERVAREA PROBELOR Metoda de referință în diagnosticul infecției cu H pylori o reprezintă evidențierea bacteriei în biopsiile gastrice prelevate în cursul examenului endoscopic O condiție importantă este ca bolnavul să nu fi urmat un tratament recent (cel puțin o lună de zile) cu antibiotice, săruri de bismut sau inhibitori ai pompei de protoni H pylori are o repartiție neuniformă la nivelul mucoasei gastrice, de aceea se recomandă prelevarea de fragmente multiple de mucoasă, atât, antrală (la aproximativ 2 cm de pilor), cât și fundică (în regiunea marii curburi) Prezența bacteriei în sucul gastric este mult mai rar întâlnită, încât examinarea acestui produs nu este utilă în condiții ideale de investigații se recoltează din cele două regiuni câte 4 fragmente cu următoarele destinații: • Un fragment va fi plasat direct în mediu cu uree și indicator de pH pentru evidențierea ureazei preformate • Alte două fragmente destinate evidențierii H pylori prin frotiu și cultură vor fi depuse într-un flacon cu soluție salină izotonă pentru a evita desicația probelor și contactul cu aerul atmosferic; o alternativă o constituie folosirea unei soluții hipertonice de glucoză 20g%, care împiedică detașarea stratului de mucus • Un fragment este destinat examenului histopatologic, fiind depus într-un flacon cu soluție fixatoare: formol sau soluție Bouin Prelevarea biopsiilor de la nivelul antrului și corpului gastric permite încadrarea unei gastrite în „sistemul Sydney”, cea mai modernă clasificare 320 Conservarea probelor în vederea cultivării este permisă numai la 4°C pentru maximum 4 ore Dacă se depășește, fortuit, acest interval, este necesar un mediu de transport (Stuart sau Portagerm pylori-bioMerieux), în care proba poate fi menținută la 4°C până la 24 ore După acest interval de timp conservarea este posibilă numai la -70°C 18 3 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECȚIEI CU H PYLORI Infecția cu H, pylori este investigată în scop de: • diagnostic la persoanele cu o simptomatologie digestivă superioară; • verificare a eradicării bacteriei la persoane care au urmat un tratament cu antibiotice; • studii epidemiologice, pentru aprecierea incidenței infecției în anumite grupe populaționale Posibilitățile de diagnostic sunt multiple, fiind alese preferențial în raport cu scopul urmărit Sunt metode invazive ce permite evidențierea//, pylori sau a ureazei bacteriene la nivelul biopsiilor de mucoasă gastrică și metode neinvazive, indirecte 18 3 1 Metode invazive 18 3 1 1 Testul ureazei constă în decelarea prezenței ureazei produse de H pylori în fragmentul biopsie prin plasarea acestuia într-un mediu tamponat cu 2% uree (lichid sau agarizat) și un indicator de pH, roșu fenol Ionii de amoniu rezultați alcalinizează mediul și modifică culoarea indicatorului de la galben la roz-roșu după un interval de timp care variază în raport cu numărul bacteriilor prezente Testul se citește la 30 minute, o oră, 3 ore și 24 ore Incubarea la 37°C grăbește desfășurarea reacției Pot fi folosite teste comercializate (CLO-test, CP-test, Helico-test etc ) sau preparate în laborator („in house”-test), care dau rezultate asemănătoare, primele pozitivându-se, în general, mai rapid Sensibilitatea testului crește proporțional cu durata incubării la 37°C Astfel, într-un studiu în care autorii au folosit „CLO-test”, 66% din probe au fost pozitive când citirea s-a făcut la 30 minute, 79% Ia o oră, 87% la două ore și 100% la 24 ore Sensibilitatea globală raportată la cultură a fost de 90% Utilizând un reactiv preparat în laborator, 39%, 74%, 89% și 100% din probe s-au pozitivat, respectiv la 30 minute, o oră, trei ore și 24 ore (date personale necomunicate) Specificitatea testului este de aproape 100% numai când virarea indicatorului este urmărită până la 4 ore Intr-un număr redus de cazuri testul poate fi pozitiv când evoluează o gastrită cu H, heilmannii Când pozitivarea testului este apreciată la 24 ore pot fi înregistrate rezultate fals pozitive la pacienți cu aclorhidrie ce pot avea în stomac, în număr important, bacterii de origine orofaringiană producătoare de urează: stafîlococi, Proteus, Klebsiella etc Din 500 biopsii gastrice prelevate de la copii, 238 au avut testul ureazei pozitiv, din care 36 la 24 ore; la 13 din probele tardiv pozitive, care nu s-au confirmat microscopic, s-au izolat din reactivul virat K pneumoniae (10 cazuri) sau stafîlococi producători de urează (3 cazuri) (date personale necomunicate) 321 18 3 1 2 Microscopia H pylori poate fi recunoscut la microscopia cu imersie după morfologia sa caracteristica: bacili încurbați în formă de virgulă sau, mai ales, cu aspectul literei S, uneori spiralați, cu dimensiuni de cca 2-6 pm, prezenți în stratul de mucus juxtaepitelial, în cripte sau atașați pe suprafața celulelor epiteliului gastric Există două posibilități de realizare a examenului microscopic direct: • Prin examinarea frotiului din fragmentul biopsie colorat prin metoda Gram sau colorația simplă cu fucsină Gram timp de 5 minute (fig 18-1) Metoda este rapidă permițând emiterea rezultatului în aceeași zi în care s-a efectuat endoscopia • Pe secțiunea histologică colorată Giemsa (fig 18-2) Intervalul de timp necesar etapelor de lucru temporizează emiterea rezultatului Colorația Warthin-Starry, folosită inițial, este laborioasă, constisitoare și, uneori, capabilă să dea artefacte Fig 18-1 Helicobacterpylori: frotiu din biopsie de mucoasa antrală Fig 18-2 Helicobacter pylori în secțiune histologică de mucoasă antrală 322 Sensibilitatea examenului microscopic depinde de experiența și conștiinciozitatea microbiologului sau anatomo-patologului, fiind considerată superioară testului ureazei Repartiția neuniformă a bacteriei pe lamă face ca examinarea să durere 20 minute sau chiar mai mult Specificitatea examenului microscopic efectuat în condiții obișnuite nu este absolută întrucât, la nivelul mucoasei gastrice pot fi prezente, în 1-2% din cazuri, Campylobacter jejuni, subspecia doylei sau specii de Campylobacter din cavitatea bucală (C sputorum, C concisius) care prezintă o morfologie asemănătoare; eroarea este posibilă mai ales în cazul probelor cu scor redus de colonizare Utilizarea anticorpilor monoclonali anti-Zf pylori, într-un test de imunofluorescență, permite identificarea corectă a speciei, atât a formelor morfologice tipice, cât și a celor atipice (forme cocoide) 18 3 1 3 Cultura Un fragment biopsie va fi dispersat într-o cantitate redusă de soluție salină izotonă (0,5 ml) fie prin moj arare, fie de preferat, folosind un triturator electric (Ultraturex T25) Câte două picături din omogenizat sunt depuse pe suprafața unui mediu selectiv și neselectiv, apoi inoculul este dispersat cu ansa sau pipeta Pasteur închisă Sunt autori care recomandă folosirea a două medii selective pentru a crește randamentul metodei Plăcile sunt incubate la 37CC, într-un recipient etanș în care sunt asigurate condiții de microaerofilie (5% Cf, 10% CO2, 85% N2) cu ajutorul unui generator chimic (Oxoid, Merck Diagnostic) și o atmosferă umedă Examinarea culturilor se realizează zilnic începând din ziua a treia până în ziua a șaptea, urmărindu-se apariția coloniilor de H pylori (mici, transparente) care urmează a fî identificate microscopic și biochimic Metoda este costisitoare și oferă un rezultat relativ tardiv Are avantajul unei specificități de 100% și permite testarea sensibilității la antibiotice (metronidazol, macro-lide, chinolone) a tulpinilor izolate, mai ales după eșec terapeutic Sensibilitatea metodei variază între 75-90%, în raport cu condițiile tehnice asigurate: transportul probelor, numărul de biopsii examinate, medii utilizate întrucât nici una din cele trei metode invazive nu are o sensibilitate de 100% „goldstandard”-ul diagnostic este reprezentat de utilizarea concomitentă a acestora în laboratoarele care nu dispun de condiții de realizare a culturii se acceptă folosirea numai a testului ureazei și examenului microscopic 18 3 1 4 Metode moleculare PCR („Polimerase Chain Reaction'4) este folosită în laboratoare de referință pentru examinare directă a probelor sau după cultivare Această tehnică, fiind capabilă să evidențieze un număr redus de bacterii (10-100 bacterii), a permis demonstrarea prezenței H pylori în placa dentară sau materii fecale De asemenea poate servi la identificarea genei cagA frecvent asociată cu boala ulceroasă, gastrita atrofică, carcinomul sau limfomul gastric precum și la depistare rapidă a tulpinilor rezistente la claritromicină sau tiparea moleculară a tulpinilor în cercetări epidemiologice 18 3 2 Metode neinvazive Metodele neinvazive sunt tehnici indirecte, care nu necesită examinarea endoscopică gastro-duodenală, dificil de suportat de către pacient; ele permit o explorare globală a infecției cu H pylori, eliminând erorile de eșantionaj care pot să intervină la urmărirea bacteriei în biopsia gastrică 323 18 3 2 1 Testul respirator cu uree marcată Principiul testului se bazează pe intensa activitate ureazică prezentă în stomac atunci când H pylori colonizează mucoasa gastrică Ingerând uree marcată cu 13C (neradioactiv) sau 14C (radioactiv), sub acțiunea enzimei va fi eliberat CO2, marcat ce urmează a fi absorbit în circulația sanguină și eliminat prin plămâni, putând fi detectat și cuantificau în aerul expirat Se preferă a fi folosită uree cu 13C, ce poate fi administrată la orice vârstă, inclusiv la femeia gravidă Testul constă în administrarea unei soluții ce conține 100 mg uree marcată, anterior cu 10 minute pacientul primind un prânz standard bogat în lipide sau cu acid citric, care întârzie evacuarea conținutului gastric crescând randamentul metodei; înainte și după 30 minute de la începerea testului se realizează recuperarea aerului expirat într-un sac de material plastic pentru determinarea 13CO7 prin spectroscopie de masă Sensibilitatea testului variază între 90-98%, iar specificitatea atinge 99% Este, în special, indicat ca metodă de apreciere a eficienței tratamentului cu antibiotice în eradicarea infecției: practicat după 4-6 săptămâni de la terminarea schemei terapeutice, permite identificarea pacienților la care tratamentul nu a fost eficace Alte indicații: depistaj preendoscopic al infecției cuH pylori la pacienți prezentând tulburări dispeptice, cu vârsta mai mică de 45 ani (peste această vârstă examenul endo-scopic este obligatoriu, din cauza frecvenței cancerului gastric) și în studii epidemiologice, având avantajul, în raport cu examenul serologic, de a decela numai pe cei cu infecția activă Singurul inconvenient al testului, darmajor, îl reprezintă dependența de echipamente speciale, extrem de costisitoare, ceea ce îl face accesibil numai unor centre ultraprofilate și dotate 18 3 2 2 Diagnosticul serologic Infecția cu H pylori se însoțește, aproape în toate cazurile, de prezența în ser a anticorpilor specifici, în special de tip IgG O serie de reacții serologice au fost evaluate, cea mai utilizată în prezent fiind testul ELISA Specificitatea metodei este dependentă de natura antigenului folosit Antigene de primă generație, reprezentate de lizate sau sonicate de corpi bacterieni , prin prezența unor fracțiuni comune cu specii de Campylobacter, dau numeroase reacții fals pozitive Cele mai optime pentru serodiagnostic s-au dovedit antigenele semipurificate sau îmbogățite ce sunt în prezent comercializate de către firme producătoare (Pyloragen, Helico G, Cobas Core etc ) In general, aceste teste demonstrează o bună sensibilitate (80-95%) și specificitate (85-95%) Anticorpi anti- H pylori pot fi evidențiați în salivă, cu o sensibilitate și specificitate mai reduse (81%, respectiv 73%) Performanța truselor comerciale în decelarea infecției s-a demonstrat variabilă în raport cu prevalenta H pylori în populația studiată Pragul de pozitivitate recomandat de fabricant nu corespunde întotdeauna cu cel ideal, pentru o populație dată; de aceea este necesară determinarea pragului optim prin construirea curbei caracteristicilor operaționale, cunoscută sub numele de curba ROC ( JReceiver Operating Characteristic”) înainte ca un antigen să fie folosit în practica curentă Limitele testelor serologice sunt legate de existența unor reacții fals pozitive (în infecții cu C jejuni sau datorate unor titruri remanente după vindecarea infecției) sau fals negative (infecții surprinse în faza precoce, înainte de seroconversie, sau la pacienți care nu răspund prin IgG) De aceea ele sunt indicate, preferențial, în studii epidemio- 324 logice, la aceasta contribuind caracterul lor neinvaziv și costul relativ scăzut Unii autori, în scopul de a diminua numărul de endoscopii, în special la copii și tineri, au folosit determinarea anticorpilor IgG serici ca triaj preendoscopic, iar scăderea semnificativă a anticorpilor serici după 4—6 luni de la terminarea tratamentului antibacterian poate servi pentru aprecierea eficienței acestuia pe termen lung Studii serologice recente s-au axat pe cercetarea printr-o metodă calitativă, Westem-Blot, a anticorpilor față de anumite antigene proteice prezente la H pilori, al căror profil poate indica un anumit tip de patologie asociat infecției; decelarea anticorpilor față de antigenul CagA s-a demonstrat mai sensibilă decât metodele moleculare în identificarea infecțiilor cu tulpini virulente 18 3 2 3 Evidențierea antigenelor Hpyloriîn materii fecale Recent, acest test neinvaziv direct imunoenzimatic a fost propus pentru diagnosticul infecției cu H pylori, cu o sensibilitate și specificitate asemănătoare cu testul respirator cu uree marcată Grupul European pentru Studiul H pylori îl consideră ca o posibilă alternativă a acestuia în diagnosticul inițial al infecției sau pentru urmărirea eficienței terapiei antibacteriene în tabelul 18-1 sunt redate, comparativ, caracteristicile celor 6 metode mai frecvent utilizate în diagnosticul infecției cu H pylori Tabelul 18-1 Compararea diferitelor teste utilizate pentru diagnosticul infecției cu Helicobacterpylori Teste Sensibilitate Specificitate Rapiditate Simplitate Cost Invazive Cultură ++(+) 4- 4-4- 4-4- Testul ureazei 4- 4-+ 4-4- 4-4-4- 4- Examen histologic 4-4- 4-4- 4- 4-4- + Frotiu +4- 4-4- 4-4-4- 4-4-4- 4- Neinvazive Testul respirator (bC) 4-4- 4-4- 4-4-4- 4- 4-4-4- Serodiagnostic ' 4-4- 4-4- 4-4-4- 4-4- +4- 18 4 DIAGNOSTICUL BACTERIOLOGIC AL INFECȚIEI CU H HEILMANNII Diagnosticul etiologic este exclusiv microscopic, prin recunoașterea bacteriei după criterii morfologice în frotiul din fragmentul de mucoasă antrală colorat cu fucsină Gram sau, cu randament mai scăzut, în secțiuni histologice colorate Giemsa H heilmannii se prezintă sub formă de bacili spiralați, cu dimensiuni de 4~6 pm, cu 4-8 spire strânse, regulate (aspecte de „tirbușon”), având o orientare, în general, rectilinie, dispuși izolați, dar mai ales grupați în stratul de mucus la distanță de celulele epiteliului gastric (fig 18-3) Testul ureazei preformate este inconstant pozitiv, întrucât H heilmannii produce enzimă în cantitate mai redusă, comparativ cu H pylori^ pozitivitatea fiind dependentă 325 Fig 18-3 Helicobacter heilmannii frotiu din biopsie de mucoasă antrală de masivitatea colonizării mucoasei gastrice Pe o cazuistică de 18 gastrite cu H heilmannii la copii, 8 dintre aceștia au avut testul pozitiv până la 3 ore, 6 la 24 de ore și 4 probe au fost negative (date personale comunicate) Multiplicarea acestei specii s-a obținut numai in vivo, după inoculare intragastrică la șoarece, tentative de cultivare pe medii artificiale rămânând încă fără succes Imposibilitatea de a fi cultivat in vitro nu a permis obținerea de antigene pentru un eventual diagnostic serologic al infecției 19 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR IN SINDROMUL DIAREIC INFECȚIOS (MARIAN NEGUȚ) 19 1 INTRODUCERE 19 2 PARTICULARITĂȚI ALE DIAGNOSTICULUI ETIOLOGIC ÎN SINDROMUL DIAREIC INFECȚIOS 19 3 METODOLOGIA INVESTIGĂRII DE LABORATOR A SINDROMULUI DIAREIC INFECȚIOS 19 3 1 Prelevarea probelor 19 3 1 1 Prelevarea din scaun emis spontan 19 3 1 2 Prelevarea rectală 19 3 2 Examinarea primară a prelevatului 19 3 2 Examinarea macroscopică 19 3 2 2 Examinarea directă • Microscopia electronică • Microscopia optică Preparate umede Preparate fixate 19 3 3 Examinarea bacteriologică 19 3 3 1 Izolarea bacteriilor aerobe • Izolarea cu îmbogățire • Izolarea fără îmbogățire sau izolarea directă Medii selective pentru Enterobactenaceae Medii pentru genul Vibrio • Identificarea preliminară a izolatelor 19 3 3 2 Izolarea bacteriilor microaeroflle • Izolarea prin îmbogățire • Izolarea fără îmbogățire 19 3 3 3 Izolarea bacteriilor anaerobe • Izolarea cu îmbogățire • Izolarea fără îmbogățire • Depistarea toxinelor CI difficile în materiile fecale 19 3 4 Examinarea micoiogică 19 3 4 1 Microscopia directă 19 3 4 2 Izolarea levurilor 19 3 4 3 Identificarea preliminară 19 3 5 Examinarea virologică 19 3 5 1 Prelevarea probelor 19 3 5 2 Detectarea virusurilor • Microscopia electronică directă • Imunomicroscopia electronică • Teste imunoenzimatice • Latex-aglutinarea 19 1 INTRODUCERE Boala diareică este, după bolile cardiovasculare, a doua cauză de deces la scară globală și rămâne al treilea cel mai frecvent sindrom întâlnit în practica medicală în multe țări în curs de dezvoltare este prima cauză de mortalitate infantilă și cumulează singură mai multe cazuri de deces decât toate celelalte boli împreună Estimările indică 4 600 000-6 000 000 decese infantile anual, în Asia, Africa și America latină și peste 10 000 în S U A Boala diareică a constituit cauza majoră de spitalizare în cadrul trupelor S U A din Vietnam și Arabia Saudită și a însumat un număr apropiat de spitalizări cu cel determinat de acțiunile ostile Rata generală a bolilor gastro-intestinale în S U A variază între 1,5 și 5 îmbolnăviri/ persoană per an mai mare la copii și tineri și în ariile urbane și suburbane Statisticile oficiale din țara noastră din perioada 1995-2004 relevă morbiditatea prin diaree infecțioasă ca fiind cea mai frecventă în bolile transmisibile și situată între 50 și 60°/ooqq locuitori Estimările sunt însă mult mai pesimiste Socotind că adresabilitatea medicală Ia noi este foarte redusă în formele ușoare și chiar medii ale adultului (care preferă „autoterapia”), se apreciază că numărul îmbolnăvirilor prin boala diareică este de cel puțin 3-4 ori mai mare decât cel înregistrat 327 Sindromul diareic este reprezentat în patologia infecțioasă printr-o gamă largă de entități clinice cu particularități simptomatice și evolutive determinate în primul rând de agentul etiologic în tabelul 19-1 sunt înscrise principalele etiologii cunoscute în prezent și corespondența clinică în care sindromul diareic este numai una din manifestări Tabelul 19-1 Etiologia sindromului diareic infecțios Etiologia Entitatea clinică Categoria Grupa Agentul Parazitară Trichinella Tr spiralis Sindrom diareic ce precede manifestările sistemice Giardia G lamblia Sindrom diareic în infestările hidrice Entamoeba E histolvtica, E coli Dizenteria amoebiană Criptosporidium Criptosporidium spp Sindrom diareic la imuno-deficienți Bacteriană-aerobă Enterobacteriaceae • patogene Salmonella spp Salmoneloze Febrele enterice Shigella spp Dizenteria bacilară Y enterocolytica Yersinioze Esch coli EPEC ETEC EHEC EIEC EAEC EAgEC Diareea malignă a n n Diareea călătoriilor - colita hemoragică - sindr hemoragie uremie - sindr diareic - sindr diareic - sindr diareic • condiționat patogene Klebsiella Sindr diareic n n Enterocolita necrozantă a n n Ewardsiella Sindrom diareic: - nou-născuți - imunodeficienți - toxiinfecțios disbacteriotie Citrobacter Providencia Proteus Vibrio V cholerae holera V parahaemol Sindr diareei toxiinf Alți bacili Gram-neg Aeromonas Alcaligenes Sindr diareic/toxiinfecțios Plesiomonas Pseudomonas - disbacteriotie Microaerofîlă Campylobacter C jejuni/C coli Campylobacterioze Anaerobă Clostridium CI difficile Enterocolita pseudomembranoasă C perfringens Enterocolita necrozantă a adultului Micotică Candida C albicans Sindr diareic Virală Virusurile gastroenteritei Norwalk vir Rotavirus Adenovirus etc Sindr diareic Legendă: EPEC:C coli enteropatogen; ETEC = E coli enterotoxigen; EHEC = E coli enterohemoragic; EIEC - E coli enteroinvaziv; EAEC = E coli enteroaderent; EAgEC = E coli enteroagregativ 328 Frecvența mai mare reprezentată de bacteriozele intestinale - shigeloze, salmo-neloze, în statisticile oficiale din țara noastră în perioada 1995-2004 nu reprezintă incidența reală a etîologiilor posibile, ci mai degrabă preocupările și limitele activității laboratoarelor de specialitate echipate îndeosebi pentru determinarea acestor etiologii bacteriene Chiar și cele mai bine echipate laboratoare nu reușesc însă să precizeze etiologia la mai mult de 70-80% din cazuri, fie din imperfecțiunea mijloacelor actuale, fie din intervenția unor etiologii ignorate, necunoscute Motivația clinică, terapeutică și mai ales epidemiologică justifică însă serioasele eforturi umane și materiale solicitate de activitățile laboratoarelor în acest domeniu Definitoriu, sindromul diareic este o entitate clinică, ce se caracterizează prin scaune frecvente (3-40/24 ore), de consistență redusă (uneori apoasă) însumând volume mari de pierderi lichidiene (uneori până la 20 litri/24 ore) ce pot duce la dezechilibrări hidroelectrolitice însoțite de tulburări hemodinamice grave (colaps cardiovascular) cauzatoare de deces Sindromul febril însoțește sindromul diareic infecțios iar/fenomenele digestive (inapetență, greață, dureri abdominale, balonare, flatulență) sum prezente în diferite grade de intensitate 19 2 PARTICULARITĂȚI ALE DIAGNOSTICULUI ETIOLOGIC ÎN SINDROMUL DIAREIC INFECȚIOS - 1) Multitudinea agenților etiologici (virali, bacterieni, parazitari) necesită metodologii diferite aplicate concomitent aceluiași prelevat 2) Flora bacteriană normală bogată conținută în materiile fecale (>1012 UFC/g) impune selectarea cu discernământ și identificarea patogenilor enterici ocazionali sau recunoscuți 3) Granița dintre patogeni enterici „recunoscuți" și cei „condiționat patogeni" este din ce în ce mai prost definită datorită punerii în evidență de factori noi de agresivitate: enterotoxine, factori de enteroaderență și enteroinvazivitate etc Evidențierea acestor atribute de patogenitate este încă anevoioasă și greu accesibilă multor laboratoare 4) Șansa de izolare a patogenilor enterici crește, în anumite limite, cu volumul probei și numărul de colonii investigate din fiecare probă Această cerință duce la amplificarea considerabilă a consumurilor, materiale și de forță de muncă, ce impun uneori reducerea investigărilor și abordarea numai a etiologiilor frecvente 5) Ubicuitarismul unor entități taxonomice patogene impune, din rațiuni epidemio-logice, caracterizarea acestora pe criterii ce depășesc granița „speciei”: serotipuri, bio-tipuri, lizotipuri, bacteriocinotipuri etc 6) Numărul mic de unități infectante/g materii fecale ca și eliminarea sporadică la cazurile de portaj sunt surse curente de eroare ce angajează la folosirea unor proceduri de îmbogățire a prelevatului și repetarea examenului negativ, 329 Evoluția acută, de scurtă durată, și răspunsul imun serologic nesemnificativ reduc utilitatea diagnosticului serologic numai la salmonelozele sistemice (febra tifoidă și paratifoide) yersinioze și viroze 19 3 METODOLOGIA INVESTIGĂRII DE LABORATOR în practica actuală a diagnosticului virologic și bacteriologic (mai restrâns para-zitologic) al sindromului diareic sunt conturate două tipuri de metodologii: a) Metodologii convenționale bazate pe postulatele lui Kock urmăresc „izolarea și identificarea agentului cauzal”, deci cultivarea și caracterizarea sa fenotipică b) Metodologii neconvenționale ce pun în evidență prezența agentului etiologic în prelevat prin identificarea unor elemente structurale (antigenice ori genetice) caracteristice (fig 19-1), Datorită densității bacteriene imense, IO12 bacterii/g materii fecale, și numărului mare de entități taxonomice prezente simultan în scaun „metodele neconvenționale” (imunofluorescență, latex-aglutinare, coaglutinare, tehnici imunoenzimatice), deși inițial în faza de cercetare și chiar experimentală au dat rezultate promițătoare, nu s-au putut impune în practica de diagnostic Din aceleași rațiuni nici tehnicile de biologie moleculară, bazate pe recunoașterea structurilor genetice caracteristice prin hibridare după amplificarea genică, s-au aplicat în mică măsură în investigarea sindromului diareic de etiologie bacteriană 1 CONVENȚIONALE - Izolarea și identificarea agentului etiologic prin cultivare: coprocultura, cultivare de virusuri 2 NECONVENȚIONALE - Punerea în evidență a agentului etiologic sau structurilor sale caracteristice prin: -MET IMUNOLOGICE Identificarea structurilor antigenic caracteristice prin; - Imunofluorescență (directă, indirectă) - Aglutinare (latex aglutinare, coaglutinare) - Imunodifuzie/imunobloting - Imunoenzimatice - Alte imunoteste - MET GENETICE Recunoașterea agentului etiologic prin: - Amplificarea genică și hibridare acizi nucleici Fig 19-1 -Metodele diagnosticului direct al sindromului diareic infecțios 330 EXAMINARE* PRIMARĂ ETIOLOGII parazitare PRELEVAT MATERII FECALE ► REFRIGERARE *4° C (CONGELARE LA -70°C) când CONSERVAREA este > 24 ore DETECTARE - ANTIGENE | - VIRUSURI ETIOLOGII VIRALE CULTIVARE (COPROCULTURÂ) ETIOLOGII BACTERIENE, MICOTICE AEROBE M1CROAEROFILE ANAEROBE Fig 19-2 Diagnosticul microbiologic în sindromul diareic Metodologia curent preconizată pentru diagnosticul microbiologic al sindromului diareic este prezentată schematic în figura 19-2 Având în vedere plurietiologia acestui sindrom posibilitățile de diagnostic trebuie să anvizajeze o investigare multidirecțională Schema din figura 19-2 prezintă direcțiile majore, dar nu toate laboratoarele pot dispune de mijloacele necesare abordării tuturor acestor etiologii în consecință, practic, se abordează etiologii unilaterale îndeosebi bacteriene aerobe și mai rar virale, din care cauză precizarea etiologică rareori depășește 50-60% din cazuri Oricare ar fi direcția diagnosticului, etapa comună de plecare, respectiv prelevarea, determină prin corectitudinea ei succesul investigării Subliniem importanța acestei etape, deoarece actul prelevării este lăsat deseori la latitudinea pacientului sau, în cazuri mai fericite, în preocuparea unor cadre cu pregătire elementară ori medie, frecvent insuficient instruite 19 3 1 Prelevarea probelor Ca în toate metodologiile ce se bazează pe izolarea și identificarea agentului etiologic, prelevarea trebuie făcută cât mai aproape de debutul bolii și înaintea instituirii oricărui tratament antimicrobian Ea poate fi prelevare din scaun emis spontan sau prelevare rectală 19 3 1 1 Prelevarea din scaun emis spontan Este de preferat și se indică în toate formele de diaree acută când emisia de materii fecale este frecventă Pentru defecare se preconizează containere de unică utilizare din carton sau material plastic care să poată fi decontaminate și îndepărtate cu ușurință după efectuarea prelevării 331 • Pentru examinări bacteriene și parazitare prelevarea din masa fecaloidă se face cu tamponul sau „lingurița” coprorecoltorului vizând porțiunile lichide și îndeosebi cele mucoase și/sau sanguinolente atunci când ele există Volumul recoltei trebuie să fie minimum 3-5 cm3 • Pentru izolări ori examene virologice (rotavirusuri) se prelevă în container steril 5—10 cm3 materii fecale care se refrigerează și se păstrează ca atare la +4°C până în momentul examinării Dacă se preconizează o păstrare mai lungă de 24 ore se recomandă congelarea prelevatului la -70°C pentru a împiedica proliferarea micotică și bacteriană 19 3 1 2 Prelevarea reetală Acest mod de prelevare este recomandat în shigeloze cronice, unde raclarea mucoasei rectale cu tamponul ori sonda dă șanse mai mari izolării, și la investigarea purtătorilor de Shigella și Salmonella cu excepția celor de S, typhi Este mai puțin indicată în salmoneloze, yersinioze și campilobacterioze acute în care agresiunea bacteriană este ileo-jejunală ori colică înaltă La prelevarea reetală se recomandă folosirea sondelor Nelaton (nr 14-16) ori a unor tampoane adecvate (cu tijă lungă și tampon bine atașat care să nu permită retenția intrarectală) Există dispozitive comerciale conținând tampoane în tuburi de plastic cu sau fără mediu de conservare Pentru o prelevare corectă tamponul, umectat în prealabil cu soluție salină izotonă (a nu se folosi geluri lubrifiante), se penetrează în sfmcterul anal prin rotare lentă și se introduce intrarectal aproximativ 15 cm în același mod se va proceda și cu sonda Nelaton la care se adaptează o seringă (preferabil de 10 ml) cu care se fac 1-2 aspirații După prelevare, atât sondele cât și tampoanele se introduc în tuburi sterile cu dop sau epubete cu mediu de conservare, preferabil lichid, care să permită o bună eluare a prelevatului Regulă: Orice prelevat care nu se însămânțează pe medii de izolare (îmbogățire ori selective) într-un interval minim de două ore trebuie supus unui proces de conservare Sunt cunoscute mai multe procedee: • Conservarea prin refrigerare', este limitată pentru etiologiile bacteriene la cel mult 14 ore la +4°C Se practică curent și pentru rotavirusuri Când conservarea durează mai mult de 24 ore, prelevatul trebuie congelat la -70°C • Conservarea sub formă uscată — recomandată numai pentru bacterii entero-patogene, cu mai mulți ani în urmă, în zonele foarte calde și condiții de transport precare Prelevatul absorbit pe rondele ori benzi de hârtie poroasă este uscat la temperatura mediului înconjurător, protejat în plăci Petri ori cristalizoare După marcare este ambalat individual și expediat la laborator prin curier Randamentul scăzut la izolare ca și riscul contaminant pe parcursul prelucrării sunt limite important restrictive pentru această metodă • Conservarea în medii speciale a fost recomandată îndeosebi pentru bacterii în tabelul 19-2 sunt prezentate câteva dintre mediile și grupele de bacterii pentru care au fost recomandate 332 Tabelul 19-2 Medii pentru transport și omogenizarea materiilor fecale Tipul de mediu Mediul Constituenți Recomandat pentru Lichide Soluție salină tamponată Sachs Clorură de Na Fosfat disodic Glicerol Roșu fenol En terobacteriaceae Sol EDTA (Shipe) EDTA Glicerol Fosfat disodic Fosfat monopotasic Enterobacteriaceae Apă pepetonată alcalină Peptonă Clorură de Na Hidroxid de Na Vibrio Campylobacter Bulion tioglicolat Na Peptonă Extract came Clorură de Na Hidroxid de Na (pH 8,5) Tioglicolat de Na Vibrio Campylobacter Sol Tris tamponată Tris, clorură de Na, clorură de Ca Virusuri (Entero, Rota) Semisolide Amies Clorură de sodiu Clorură de potasiu Fosfat disodic Fosfat monopotasic ' Tioglicolat de Na Clorură de Ca Clorură de Mg Agar Cărbune farmaceutic Enterobacîeriaceae Stuart Acid tioglicolic Glicerofosfat de Na Cloruă de Ca Albastru de metilen Bacto agar Enterobacteriaceae Vibrio Campylobacter Cary-Blair Tioglicolat de Na Fosfat disodic Clorură de Na Clorură de Ca Agar Enterobacteriaceae Vibrio Mediul Cary-Blair, larg folosit în țara noastră, s-a dovedit deosebit de stabil Păstrat în recipiente bine închise (care să împiedice evaporarea) poate asigura o bună conservare la temperatura mediului ambiant până la 7 zile S-a dovedit util atât pentru prezervarea enterobacteriaceelor (Salmonella, Shigella, Escherichia, Yersinia enterocolitica), cât și pentru enteropatogenii din genul Vibrio (V cholerae, V parahaemolyticus) 333 Mediul Stuart deși are calități superioare de prezervant este folosit mai puțin în practica de transport a materilor fecale datorită costului ridicat și dificultăților de preparare Mediile lichide, mult folosite altădată în practica de izolare a enterobacteriaceelor, sunt astăzi rar utilizate datorită dificultăților întâmpinate la transport și rezultatelor inconstante înregistrate la prezervarea altor patogeni enterici: Vibrio, Campylobacter Apapeptonată alcalină și apapeptonată alcalină cu tioglicolat au fost recomandate și se utilizează încă pentru izolarea V cholerae, V parahaemolyticus și Campylobacter, cu rezultate mult superioare altor medii lichide Soluția tampon Tris cu adaos de Ca '+ a dat rezultate bune pentru conservarea virusurilor enterice 19 3 2 Examinarea primară a prelevatului (fig 19-3) Se efectuează din scaunul emis spontan și constă din examinarea macroscopică și microscopia directă (fig 19-3) Prelevare - Emisie spontană Macroscopică -miros -culoare -aspect - consistentă - mucus - sânge Examinare primară Preparate fixate: 1 Colorație Gram: - floră bacteriană dominantă gram poz/neg - aspecte morfologice particulare: - levuri 2 Colorație cu safranină Cryptosporidium Microscopică Optică*'''"' Electronooptică '\l Rotavirusuri Preparate umede Directe Colorate (lamă,lamelă) I Paraziți I Ouă / Chiști ț Albastru metilen - leucocite Lugol/MIF* Paraziți - protozoare (amoebe chiști etc ) - trophozoiți Fîg 19-3 Examinarea primară a materiilor fecale (*vezi textul) 19 3 2 1 Examinarea macroscopică se efectuează pe scaunul emis spontan și se înregistrează: • Mirosul- - fecaloid (salmoneloze, shigeloze, campilobacterioze); - fetid (caracteristic V cholerae, E coli enteropatogen) 334 • Culoarea: - verzuie (V cholerae); - galbenă necaracteristică (E coli, Salmonellă); - roșu viu („sindromul scutecului roșu“ - colonizare anormală Serratia marcescens la nou-născuți); - hemoragică • Aspectul: - moale, fecaloid neformat (Salmonella, Campylobacter); - moale cu grunji fecaloizi (Yersinia, Aeromonas); - lichid ca „apa de orez” (Vibrio, E coli enterotoxigen); - muco-purulent „scuipat rectal” (Shigella); - hemoragie, cu sau fără lambouri de mucoasă epitelială (E coli enterohemoragică); - muco-sanguinolent (Shigella): - scaun înglobat în mucus (Shigella, E coli enteroinvaziv) 19 3 2 2 Microscopia directă 19 3 2 2 1 Microscopia electronica, preconizată pentru rotavirusuri, este în prezent rareori practicată datorită: - accesibilități foarte restrânse (la noi în țară numai în centrele universitare ce dispun de microscop electronic); - introducerii unor metode alterne accesibile și rapide de evidențiere a virusului direct în materiile fecale (latex-aglutinare, ELISA) 19 3 2 2 2 Microscopia optică include examinarea de preparate umede și/sau fixate A) Pe preparate umede: se vizualizează cele mai utile elemente diagnostice Examinarea se poate efectua: • Pe preparate native între lamă și lamelă: o ansă cu materii fecale (preferabil mucus, sânge) se omogenizează cu o picătură de soluție salină izotonă; se acoperă cu o lamelă evitând formarea de bule și se parafinează marginile lamelei cu un amestec de părți egale de vaselină și parafină Se examinează cu obiectivul 40X, putându-se observa: - ouă și larve de helminți; ~ protozoare (phiști, trofozoiți); - Entamoeba histolytica: motilitatea trofozoiților și ingestia de hematii Lama se poate păstra și reexamina câteva zile • Pe preparate colorate: Colorația cu albastru de metilen: o ansă puțin încărcată cu materii fecale se amestecă pe o lamă cu două picături soluție cu albastru de metilen și se acoperă cu o lamelă evitând formarea de bule de aer Se așteaptă 2-3 minute pentru o bună colorare nucleară și se examinează cu obiectivul 40X Evidențiază: - Polimorfonucleare > 50/câmp în shigeloze - Polimorfonucleare ANAEROBĂ ÎMBOGĂȚIRE ÎMBOGĂȚIRE ÎMBOGĂȚIRE 24-72 ore MEDII SELECTIVE ADECVATE FIECĂREI GRUPE COLONII CARACTERISTICE IDENTIFICARE IDENTIF PREUMINARĂ ->IDENTIF DE - biochimică CERTITUDINE - serologică - biochimică - tipizare: • serologică - bacteriofagică - bacteriocinică - moleculară (genetică) - toxinogeneză (vitro/vivo) ' - virulență (vitro/vivo) TESTARE SENSIB : ANTIBIOTICE 48-96 ore și peste Fig 19-4 Etapele examenului bacteriologic al materiilor fecale Etapele examinării bacteriologice prin cultivare sunt prezentate în figura 19-4 Ulterior fazei inițiale, respectiv prelevarea (tratată mai sus), liniile metodologice privind izolarea și identificarea corespunzător fiecărei metodologii de investigare sunt: aerobă, microaerofilă și anaerobă 19 3 3 1 Izolarea bacteriilor aerobe Datele înregistrate ne îndreptățesc să afirmăm că etiologia bacteriană aerobă reprezintă mai mult de jumătate din etiologia cunoscută a sindromului diareic în parte această „dominantă41 este determinată și de posibilitățile de investigare, accesibile celor mai multe laboratoare din spitale și centre antiepidemice, ce permit precizarea etiologici mult mai frecvent decât în cazul altor grupe de agenți etiologici bacterieni ori virali Cunoscute fiind insuccesele izolării datorate numărului redus de agenți etiologici pe unitatea de volum a probei investigate, în unele enterobacterioze se recomandă „îmbogățirea” inoculului prin subcultivare pe medii ce favorizează preferențial multiplicarea patogenilor enterici 19 3 3 1 1 Izolarea cu îmbogățire Procedeul îmbogățirii a fost recomandat și se utilizează curent pentru o suită de patogeni enterici care se află dispersați în număr mic pe unitatea de volum de materii fecale Procesul patogen dezvoltându-se jejunal ori ileo-cecal, bacteriile excretate se dispersează într-o masă fecaloidă devenită abundentă prin inhibarea retroresorbției hidro-electrolitice intestinale în consecință densitatea redusă a patogenilor (pe unitatea de volum materii fecale) a determinat introducerea unui proces 337 de îmbogățire a agentului etiologic în salmoneloze, yersinioze, holeră, ca și în cazurile de portaj în sindroamele diareice joase, recto-sigmoidiene și în disbacteriozele intestinale postantibioticoterapie, agentul etiologic eliminat la o densitate mare nu mai necesită îmbogățire Mai mult, în disbacterioze este contraindicată interpunerea unei etape de îmbogățire care ar modifica raporturile dintre grupele de bacterii componente ale materiilor fecale Mediile de îmbogățire frecvent utilizate pentru izolarea patogenilor enterici aerobi din grupele Salmonella, Yersinia și Vibrio sunt prezentate în tabelul 19-3 Tabelul 19-3 Medii de îmbogățire recomandate pentru patogenii enterici aerobi Mediul Inhibitori pentru flora asociată Temp de incubare Durata incubării Observații Sabn Yersinia Vibrio Apă peptonată alcalină pH 9,0-9,2 35737°C - - 6-12 ore Bulion pentru bacili gram-negativi Dezoxicolat de sodiu 35737°C 22°C 18-24 ore 24-48 ore - Permite multiplicarea și a altor bacili gram-negativi Bulion selenit acid de sodiu (Leifson) Selenit de sodiu 35740°C 18-24 ore — — Shigella - crește inconstant - are multiple variante Bulion tetrationat (Muller-Kauffmann) Săruri biliare Verde brii liant Iod 35737°C 18-24 ore — — Bulion Rappaport Verde malachit 37°C 18-24 ore - - Soluție tampon fosfat - 3-5°C - 2-3 săpt - • Pentru Salmonella: -Bulionul cu selenit acid de sodiu în mai multe variante, Selenitul cu cisteină a dat cele mai bune rezultate la izolarea serotipurilor întâlnite deopotrivă la om și animale Randamentul lui poate fi îmbogățit și perioada de incubare scurtată la 12-18 ore prin incubare la 40—41 °C Când posibilitățile nu permit decât un singur mediu de îmbogățire, mediul cu selenit este de preferat Este inhibitor pentru alte enterobacterii (îndeosebi lactozo^pozitive), însă Proteus și Shigella se dezvoltă relativ frecvent - Bulionul Rappaport-Vasiliadis, evidențiat de asemenea ca având o bună capacitate de îmbogățire, a fost mai insistent recomandat în ultimii 10 ani și menționat cu rezultate superioare la îmbogățirea tuturor celorlalte serotipuri, cu excepția Salmonella serotip Typhi 338 - Bulionul pentru gram-negativi (BGN) are capacitate presoare mai redusă decât bulionul selenit ori bulionul tetrationat, permițând creșterea și a altor bacili gram-negativi nu numai a enterobacteriaceelor, motiv pentru care a fost recomandat și pentru izolarea unor bacili gram-negativi nefermentativi condiționat patogeni - Bulionul tetrationat s-a utilizat pentru izolarea salmonelei serotip TyphL Are o folosire mai restrânsă datorită preparării laborioase și dificultăților de comercializare a lui ca preparat industrial „gata de folosit” ori în formă uscată = • Pentru Yersinia un procedeu curent de îmbogățire este păstrarea tamponului prelevat în soluție tampon fosfat 2-3 săptămâni la 4-5 °C după care se însămânțează pe medii selective Deoarece bacteriile din genul Yersinia se dezvoltă preferențial la 22-29°C, simpla incubare la această temperatură realizează îmbogățirea pe bulionul pentru bacili gram-negativi • Pentru Vibrio apa peptonată alcalină (pH 9,0-9,2) este mediul de îmbogățire cel mai eficient Atât V cholerae cât și V parahaemolyticus cresc promt, astfel că după 6-12 ore de incubare la 35-37°C se poate efectua subtrecerea pe mediile selective proprii izolării vibrionilor Inocularea mediilor de îmbogățire', suspensia de materii fecale se însămânțează cu pipeta: 7-10 picături pentru fiecare tub cu mediu de îmbogățire (proporția maximă 1/10) Tampoanele din prelevat se transferă direct în mediile de îmbogățire Incubarea se efectuează la 35-37°C maximum 24 ore Bulionul selenit se poate incuba și la 40^4-1 °C, dar în acest caz trecerea pe medii selective se face la 12-18 ore 19 3 3 1 2 Izolarea fără îmbogățire sau izolarea directă constă din însămânțarea prelevatului, suspensia de materii fecale, direct pe mediile selective pentru obținerea de colonii izolate caracteristice, în vederea identificării lor Mediile selective sunt întotdeauna medii solide (agarizate) ce conțin în principiu trei grupe de constituenți: • O grupă de constituenți nutritivi ce favorizează creșterea bacteriană (extract de came, peptone, extract de drojdie, factori de creștere) • O grupă de constituenți indicatori așa-zisul „sistem de identificare”, ce relevă dezvoltarea și formarea de colonii caracteristice diferitelor categorii „Sistemul de identificare” poate fi: - Un zahar (lactoză, zaharoză, xiloză, manitol etc ) sau asocieri de zaharuri, un aminoacid (Uzina), diverși compuși organici (glicoli - e g , propilenglicolul) și un indicator de pH care evidențiază metaboliții proveniți din scindarea acestora: roșu neutru, roșu fenol, brom crezol purpur, albastru de bromtimol, eozină etc - Un metabolit ca hidrogenul sulfurat, specific unor grupe de bacterii, și sistemul său indicator: citratul amoniacal de bismut, citratul de fier - O asociere de mai multe activități caracteristice (fermentarea de zaharuri, scindarea de aminoacizi sau alți compuși și producerea de hidrogen sulfurat concomitent) cu indicatori adecvați • O grupă de componenți selectivi (agenți presori) care inhibă flora asociată permițând dezvoltarea patogenilor enterici S-au propus și se folosesc agenți ori grupe de agenți selectivi în funcție de capacitatea inhibitorie și de bacteriile enterice ce se 339 urmăresc a fi izolate In tabelul 19-4 sunt prezentați agenții selectivi curent folosiți în componența mediilor selective Mediile relativ recent propuse, îndeosebi cele pentru izolarea К enterocolitica, conțin ca factori inhibitori asociații de antibiotice Tabelul 19-4 Agenți selectivi ce intră în compoziția mediilor pentru izolarea bacteriilor enterice Grupa Agentul selectiv (Inhibitorul) Preconizați pentru: Derivați de bilă Bilă uscată Săruri biliare integrale Dezoxicolul de Na Taurocolați de Na — Enterobacteriaceae — Vibrio — Aeromonas — Plesiomona, Pseudomonas Coloranți Verde brilliant Cristal violet Eozină, albastru metilen — Enterobacteriaceae Săruri anorganice Citrat de sodiu Citrat de fier Citrat de bismut Tiosulfat de Na — Enterobacteriaceae patogene — Vibrio — Aeromonas, Plesiomonas Sulfamide și antibiotice Cefsulodin Novobiocină Irgasan — Yersinia enterocolytica A) Medii selective pentru izolarea enterobacteriaceelor în tabelul 19-5 sunt grupate, pe criteriul capacității selective (inhibitorii), cele mai frecvent utilizate medii de izolare a enterobacteriaceelor Tabelul 19-5 Enterobacteriaceae Dezvoltare pe medii selective Categoria selectivă/in cubare la 35-37°C Mediul Abrevierea Dezv Enterobacteriaceae -colonii - Observ Lactozo-poz Lactozo-neg Slab selective 24 ore Agar lactoză săruri biliare (MacConkey) M C - 2-3 mm - roșii cu sau fără halou opalescent -uneori mucoide - 1-2 mm - semitransparente - necolorate - V cholerae col Incolore translucide - Yersinia col incolore ori roz (24 ore 37°C și 24 ore la 22-29°C) Eozină albastru de metilen (Levin) EMB - 1-2 mm - roșii cu sau fără centru închis - E coli picături de fucsină - 1-2 mm - semitransparente - necolorate - 340 Tabelul 19-5 (continuare) Categoria selectivă/in cubare la 35-37°C Mediul Abrevierea Dezv Enterobacteriaceae -colonii - Observ Lactozo-poz Lactozo-neg Moderat selective 24-48 ore Citire intermediară i la 24 ore Agar dezoxicolat citrat lactoză (Leifson) ADCL - inhibiție 1-2 mm - roșii - rareori mucoide - 1-2 mm - semitransparente - necolorate (H2S poz - centra negru) - S typhi colonii necolorate — Yersinia nu se dezvoltă Hektoen enteric (King și Metzger) НЕ - 1-2 mm - roșii - mediul virează în roșu - 1-2 mm - albastre (H2S poz cu centrul negru) Xiloză - lizină dezoxicolat (Taylor) XLD - Inhibiție 2-3 mm - galbene - opace - 1-2 mm - roșii - semitransparente (H2S poz - centru negru) - Yersinia nu se dezvoltă Agar-bîlă albastru brom timol (Istrate-Meitert) IM - inhibiție 1-2 mm - galbene - 1-2 mm - albastre (verzi) (H2S poz - centru negru) - Recomandat și pentru izolare Pseudomonas Agar săruri biliare și propilen-glicol (Rambach) RA - 1-3 mm - verzi-albastre - albastre-violet - 1-2 mm - semitransparente opalescente - incolore ~ Salmonella spp colonii roșii Agar Salmonella Shigella (Difco) ss -inhibiție 1-2 mm - roz - 1-2 mm - semitransparente - incolore (H2S poz centru negru) — Yersinia colonii 0 5 mm incolore, translucide SM ID (bio Merieux) SMID - 1-2 mm - roșii sau galbene - 1-2 mm - verzui albăstrui (H2S poz centru negru) înalt selective 48 ore Agar sulfură de bismut (Wflson și Blair) W B - inhibiție - 1-2 mm - negre, roșii, halou negru metalic Shigella, Yersinia nu se dezvoltă Agar verde brii liant AVB - inhibiție -1-2 mm - roșii, halou roșu Shigella, Yersinia nu se dezvoltă Notă - Mediile selective nu permit dezvoltarea florei gram-pozitive - Mediul MC pennite dezvoltarea diferențială și a altor grupe de bacili gram-negativi (Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter etc ) 341 • Mediile slab selective, MC, EMB, permit creșterea tuturor enterobacteriaceelor (lactozo-pozitive și negative deopotrivă) și chiar și a altor grupe de bacili gram-negativi ca Vibrio (inclusiv V cholerae), Pseudomonas, Aeromonas, Plesiomonas, Alcaligenes Sunt, în consecință, utile pentru: - izolarea patogenilor enterici recunoscuți: - izolarea condiționat patogenilor enterici, îndeosebi Escherichia coli din grupele: enteropatogen (EPEC), enterohemoragic (EHEC), enterotoxigen (ETEC), enteroinvaziv (EIEC), enteroaderent (EAEC), enteroagregativ (EAgEC); - estimarea raportului floră lactoză negativă/floră lactoză pozitivă: E coli sau alți lactozo-pozitivi (îndeosebi Klebsiella la copil); E coli sau alte grupe de bacili gram-negativi (Plesiomonas, Aeromonas, Alcaligenes) • Mediile moderat selective au o capacitate selectivă mai înaltă, inhibând considerabil enterobacteriaceele lactozo-pozitive Permit dezvoltarea nestigherită a enterobacteriaceelor lactozo-negative (Salmonella, Shigella, Providencia, Proteus, Morganella) și tardiv lactozo-pozitive (Citrobacter, Serratia, Hafnia) Yersinia enterocolitica se dezvoltă mai greu (de obicei după prelungirea incubației la 22-29°C, minimum 24 ore), iar pe unele medii, ca ADCL, XLD, IM, SMID, este puternic inhibată Aceste medii sunt de obicei utilizate pentru izolarea patogenilor din genul Salmonella și Shigella între acestea, mediile RA și SMID, denumite medii cromogene, permit diferențierea categorică a genului Salmonella prin colonii distinctiv colorate în mod particular mediul IM este recomandat și pentru izolarea genului Pseudomonas • Mediile înalt selective sunt inhibitoare pentru toate grupele de enterobacterii, cu excepția salmonelelor Mediul WB, electiv pentru dezvoltarea serotipului Typhi, este recomandat îndeosebi pentru investigarea suspecților de febră tifoidă și a purtătorilor cronici Mediul AVB, parțial inhibnitor pentru serotipurile Typhi și paratyphi A, este recomandat pentru controlul produselor alimentare Tabelul 19-5 cuprinde mediile selective mai frecvent folosite Utilizarea lor concomitentă nu este posibilă și în practică se are în vedere că: - șansele izolării de patogeni enterici cresc cu numărul mediilor selective utilizate; - atunci când posibilitățile laboratorului sunt restrânse, se vor folosi minimum două medii, unul slab selectiv și altul moderat selectiv; - de pe oricare din mediile de îmbogățire se poate trece pe oricare dintre mediile moderat selective O categorie de medii selective aparte folosind antibiotice și sulfamide ca factori presori s-a extins foarte mult în ultimii ani Avantajele de a doza cu precizie cantitățile de antibiotice, de a modifica combinațiile de antibiotice în funcție de activitatea antibiotică față de flora asociată și prețul mai redus sunt luate în considerație la promovarea acestor medii Randamentul mai scăzut al mediilor slab și moderat selective, pe care se poate izola Y enterocolitica, după o incubare suplimentară de 24 ore la 22-29°C (temperatura camerei), a promovat pentru aceste enterobacterii medii aparte Dintre acestea mediul propus de Schleman, cefsulodin-irgasan-novobocină- Y enterocolitica (CIN-Ye) - este mai frecvent folosit datorită avantajelor sale: ușor de preparat, citire rapidă (18-24 ore 342 la 32°C), capacitate selectivă bună, relativ ieftin Coloniile de Y enterocolitica sunt roșii cu centrul roșu închis și marginile transparente Alte enterobacteriacee, ca Serratia iiquefaciens, Citrobacter freundii, Enterobacter agglomerans pot determina colonii morfologic asemănătoare cu cele ale Y enterocolitica Diferențierea se face ulterior prin teste biochimice B) Medii selective pentru genul Vibrio în tabelul 19-6 am grupat o serie de medii selective recomandate în metodologiile actuale de izolare a vibrionilor Tabelul 19-6 Medii selective pentru genul Vibrio Mediul Abrevierea Incubația Aspectul coloniilor Observ Temp Durata V cholerae V parahae-molyticus : Agar săruri* biliare BSA 37°C 12—18 ore - 1-2 mm - Translucide cu supraf plată - Halou opac - Margini tăiate drept — 2-3 mm — Transparent — Bombate drept Plăcile de utilizează maximum 4 zile de la turnare Taurocholat gelatină TGA 37°C 12-18 ore - 1-2 mm - Translucide în lumină oblică - 2-3 mm - Transparent - Bombate Agar alcalin hipersalin cu extract de carne MED 37°C 18 ore - 0 5-2 mm - Plate - Transparente - Fără irizații în lumină oblică — 2-3 mm — Transparent — Bombate Plăcile se utilizează maximum 5 zile de la turnare Tiosulfat-citrat bilă-sucroză TCBS 35-37°C 18-24 ore - 2 mm - Galbene - Transparente - Convexe - Aderente - 2-3 mm - Albastru verzi - Plate Aspectele nu sunt întotdeauna caracteristice Taurocliolat- Telurit Gelatină Agar TTGA 37nC 18-24 ore -1-2 mm - Cu centrul negru și halou opac - 1 mm - Incolore - Cu zonă opaca în jurul coloniei * Coloniile de И cholerae se diferențiază mai bine de cele determinate de Enterobacteriaceae prin examinare în lumină oblică (45°) Dintre acestea, BSA și TGA au o putere inhibitorie mai mică și permit dezvoltarea coloniilor caracteristice în 12 ore Din coloniile cu aspect caracteristic de pe aceste medii se efectuează un minim de teste pentru un diagnostic rapid de orientare — oxidaza și aglutinarea cu ser polivalent anti- V cholerae - și se repică pe medii multitest în vederea continuării etapelor de identificare 343 Mediile TCBS și TTGA cu o capacitate inhibițorie mai ridicată, îndeosebi asupra enterobacteriilor, se pot examina pentru repicarea de colonii după 18 ore Nici testul oxidazei nici aglutinarea cu ser polivalent nu sunt concludente atunci când se efectuează de pe aceste medii în practică se recomandă utilizarea concomitentă a două medii cu putere selectivă diferită: e g , BSA sau MED cu TCBS, dar orice combinație este posibilă în zonele endemice, foste endemoepidemice, în zone cu ape estuarine și maritime, în metodologia curentă de investigare a sindromului diareic trebuie să existe în permanență preocuparea izolării vibrionilor Apa peptonată alcalină și mediile BSA ori TCBS pentru izolarea И cholerae trebuie incluse alături de mediile de îmbogățire și selective pentru Entero-bacteriaceae Alți bacili gram-negativi, oxidazo-pozitivi ca Aeromonas, Plesiomonas și Pseudomonas se dezvoltă de asemenea pe mediile de izolare a vibrionilor Mai mult, aspectul coloniilor este deseori similar și în faza inițială nu se poate face diferențierea Includerea oxidazei și altor teste suplimentare într-o primă fază a identificării, ca incapacitatea fermentării glucozei, producerea de indol și lizindecarboxilază, furnizează elemente de orientare etiologică utile îndeosebi pentru delimitarea de alți bacili gram-negativi oxidazo-pozitivi, Inocularea mediilor selective se face diferențiat: • Tamponul cu prelevat se descarcă pe aproximativ 1/4 din placă prin striuri paralele suprapuse Ultimele 3-4 striuri se reiau apoi cu ansa, care se descarcă în trei grupe de striuri paralele nesuprapuse Ansa nu se flambează între grupele de striuri • Din suspensiile de materii fecale, omogenizate fie în mediul de transport, fie în soluție salină izotonă sterilă, se depun 2-3 picături la marginea plăcii Petri Cu ansa apoi, se realizează grupe de striuri parțial suprapuse ca în figura 19-5 • Din mediile de îmbogățire, după o agitare prealabilă a tuburilor adecvat incu-bate, se procedează ca în cazul suspensiei de materii fecale Incubarea mediilor selective se face la 35-37°C pe o durată menționată în tabelul 19-5 în tabelul 19-5 am evitat descrierea coloniilor caracteristice fiecărui gen în parte Descărcare tampon, depunere de 2-3 picături suspensii fecale sau culturi pe mediile de îmbogățire Striuri efectuate cu ansa Fig 19-5 Modalitate de epuizare a probei pentru izolarea patogenilor enterici în coprocultura pe medii selective 344 Aceste caracteristici nu sunt întotdeauna aceleași, iar diferențierea între grupele lactozo-negative, spre exemplu, este confuză întrucât mulți lactozo-nefermentativi se aseamănă foarte mult: e g , Salmonella, Proteus (ambele lactozo-negative și producătoare de H^S) Diferențierea tranșantă între coloniile lactozo-pozitive și lactozo-negative, așa cum este prezentată în tabelul 19-5, este relativ facilă și totodată suficientă pentru orientarea diagnosticului în etapele ulterioare Repicarea coloniilor1 de pe mediile selective se face respectând următoarele reguli: • Din coprocultura efectuată la un copil se repică minimum 3 colonii lactozo-negative Atunci când nu există colonii lactozo-negative se repică minimum 10 colon iii lactozo-pozitive, de preferat de pe mediile slab selective • Din coprocultura unui adult se repică minimum 3-5 colonii lactozo-negative, de preferat de pe mediile moderat selective în focare epidemice de boală diareică se repică minimum 3 colonii lactozo-negative pentru o coprocultură Când nu există lactozo-negativi se repică minimum 10 colonii lactozo-pozitive pentru identificare și testarea patogenității • La coprocultura dintr-un sindrom diareic la un pacient tratat cu antibiotice cu spectru larg, se face o estimare a raportului dintre tipurile de colonii Din fiecare tip se identifică minimum două colonii • Din coprocultura pe mediile BSA pentru Vibrio se examinează minimum 5 colonii suspecte Din centrul coloniei se prelevă cu acul o porțiune din care se efectuează testul oxidazei cu citire rapidă Dacă testul este pozitiv, se prelevă din nou și se efectuează o aglutinare pe lamă cu ser polivalent anti- V cholerae Dacă aceste teste sunt pozitive, se formulează prezumția de V cholerae și din aceeași colonie se însămânțează mediile multitest pentru identificare 19 3 3 1 3 Identificarea preliminară a izolatelor Procesul „identificării preliminare” face parte din cea de a Ш-a etapă a diagnosticului bacteriologic, ce va fi abordată în Cap 31 încadrarea în genuri și chiar în specii este utilă însă atât diagnosticului practic (eliberarea unui rezultat preliminar util clinic și epidemiologie), cât și studiului ulterior, în laboratoare specializate și centre de referință, al tulpinilor izolate Acest studiu pornește de Ia elementele primare ce caracterizează izolatul: aspecte morfologice, aspecte de cultivabilitate și date minime privind comportamentul exoenzimatic în funcție de aspectele de cultivabilitate pe mediile selective sau diferențiale, se prefigurează una sau alta din grupările de patogeni enterici în care izolatul a fost încadrat (fig 19-6) ! Repicarea se face cu firul (ansa debuclată), în prealabil răcit, strict din centrul coloniei Sc va evita răcirea firului între colonii Pe traiectul striurilor se pot afla bacterii sau fungi ce nu au formt colonii, dar sunt viabile Din aceleași motive se interzice utilizarea ansei cu buclă ce depășește dimensiunea coloniilor Pentru operativitate se recomandă utilizarea alternativă a două anse: în timp ce una se răcește, cu cealaltă se repică 345 w д а ADCLși/sauSS SUSPENSIE MATERII FECALE/TAMPON BULION SELEN1T și/sau BGN 24 ore MC și/sau EMB CINY e 24-48 ore 24 ore 24-48 ore Apă peptonată alcalină 18 ore BSA 24 ore Repicâ 3-5 colinii • roșii, cu centrul închis și margini transperente ADCL și/sau SS Repică 3 colonii: Repică 3 colonii: TCBS Repicâ 3-5 colonii: (WB pt Salin, ser Typlii - semitransparente -semitransp 1 24 ore -translucide -necolorate -necolorate -supraf plată 24-48 ore - cu/fâră centru negru Repică 10 colonii: -margini nete (Salmonella/Shigella) ■roșii -halou opac mucoide/nemucoide ■ cu Tară irizații Repică 3 colonii: ■ cu centrul închis la culoare Repică 3 colonii - semitransparente ori - galbene necolorate cu / Tară 24orela22-29°C - convexe centru negru Repică 3 colonii: - transparente - negre cu halou mici, convexe negru metalic, ■ transparente suprafață rugoasă ■ lactozo-neg (Salmonella) (Yersinia) Fig 19-6 Schemă pentru izolarea patogenilor enterici aerobi în accepțiunile mai vechi de enteropatogenitate grupările recunoscute ca agresive, Salmonella, Shigella, Yersinia, intrau în categoria lactozo-negativilor Acestea trebuiau diferențiate între ele precum și de celelalte enterobacterii lactozo-negative „nepatogene”, Proteus, Provindencia, Morganella, și totodată și de lactozo-pozitivi tardivi care pe mediile de izolare se comportă ca lactozo-negativi, Citrobacțer, Enterobacter, Hafnia și chiar Escherichia Delimitările confuze între enterobacteriile lactozo-pozitive și lactozo-negative ca și în definirea tipurilor agresive de E coli au diminuat valoarea acestei împărțiri ce are mai mult o semnificație didactică Mediile multitest propuse încă din 1939 pentru diferențieri mai tranșante s-au diversificat și se bucură încă de o largă utilizare în practica de triere a enterobacteriilor, deși sisteme multitest tind să înlocuiască aceste medii Deși avantajele sistemelor microtest sunt considerabile prin comparație cu seturile de medii test convenționale, utilizarea unui kit pentru identificarea fiecărei colonii amplifică de câteva ori costul „examinării unei probe” Din acest motiv în multe laboratoare se preferă încă sistemul „multitest” pentru triaj, iar sistemele „microtest” (fâ-urile sau galeriile de microteste), pentru identificarea de certitudine Sistemele microtest mult diversificate în prezent vor fi discutate pe larg în capitolele destinate identificărilor de certitudine: încadrările de „specie”, „biovar” etc în tabelul 19-7 sunt prezentate reacțiile determinate de grupările clinic semnificative de bacili gram-negativi patogeni sau condiționat patogeni intestinali Tabelul 19-7 Grupele clinic semnificative de bacterii aerobe izolate din materiile fecale Gruparea TSI MILF Охь dază Observ Gl acid Gl gaz H2S lac / zah Mobil îndoi Lizin- dec Fenil-alanin des Cedecea 4- 4- — 4- + — — — — Citrobacter + и- -/+ +/- 4- +/— — — Edwardsiella -i- 4- 4- — + 4- 4- — Enterobacter + 4-4-+/- — 4- 4- +/— — E agglo merans gaz neg E coli 4- +4- — ■ 4- +/- 4- 4- — — E coli Shigella like 4- - - - - 4- 4- - - Ewingella 4- — — — +/- — — Hafnia 4- 4-/- — 4-/— 4- — — — 347 Tabelul 19-7 (continuare) Gruparea TSI MILF Oxidază Observ GL acid Gl gaz H2S lac / zah Mobil îndoi Lizin-dec Fenil-alanin des Klebsiella + +++ - 4- — -/+ - - Kluyvera 4- + 4- 4“ 4- — Morganella + ± - — 4- - 4- - Providencia + i — - 4- 4- — + — urează 4- Proteus vulgaris + + + - 4- 4- — 4" — urează + Proteus mirabilis + + + - - - + - urează 4- Rettgerella + i - 4- 4- 4- — urează 4- Salmonella spp 4- + 4- — 4- - 4- - - Salni parathyphi A + + —• - 4- — - — Salm typhi 4- — І - 4* - 4- — - Shigella + - - - - 4-/— - - - Tatumella + - - 4-/“ - - — 4- - Yersinia enteroc 4- - - — +22°C 4-/- - - - Vibrio cholerae + - - - 4~ 4- 4- - 4- Vibrio parabeinol + -• - - 4- 4” 4- - 4- Pseudomonas - — - - - — - - 4- Aeromonas + +/— — + 4- 4-/- - 4- Plesiomonas + — 4-/- 4- 4* 4- 4" Alcaligenes - — — - - - ‘ NT - 4 Legendă: NT = nu se testează în această schemă sunt asociate două medii multitest - agar triplu zaharat sulfat feros (triple sugar iron - TSI) și mobilitate, indol, lizindecarboxilază, fenilalanin-dezaminază (MILF), propuse și utilizate în țara noastră încă din 1977 Pentru diferențierea vibrionilor de enterobacterii și alți bacili gram-negativi, Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes, la setul celor două medii a fost adăugat și testul oxidazei Vibrio, Aeromonas, Pleiomonas și Pseudomonas produc oxidază și prin acest test se diferențiază prompt de Enterobacteriaceae Aglutinarea cu ser polivalent anti- V cholerae direct din coloniile caracteristrice, deși se recomandă în continuare, și-a diminuat importanța prin apariția în patologie și difuziunea epidemică а V cholerae 0 139 Acest serovar ce nu aglutinează cu serul polivalent antivibrio determină un sindrom clinic identic celui produs de serovarurile 348 „clasice” Izolarea lui are aceeași semnificație etiologică în consecință se reține pentru investigări ulterioare orice colonie ce prezintă caracteristicile V cholerae chiar dacă nu aglutinează cu serul polivalent anti- V cholerae Pentru Enterobacteriaceae (Salmonella, Shîgella, Escherichia enteropatogen) se recomandă ca aglutinarea cu seruri specifice să se efectueze direct de pe TSI după interpretarea reacțiilor biochimice și încadrarea izolatelor într-una din grupările respective în funcție de posibilitățile laboratoarelor, etapele ulterioare ale diagnosticului, identificarea/tipizarea biochimică, serologică, bacteriofagică, bacteriocinică, se pot derula fie la nivelul laboratoarelor regionale, fie în centrele naționale în toate formele de îmbolnăvire ce reclamă antibioticoterapie, este esențial să se efectueze testarea sensibilității și instituirea unui tratament adecvat în consecință deoarece fenomenele de rezistență multiplă sunt frecvente la Enterobacterioaceae și se transmit interspecifîc și chiar intergenuri 19 3 3 2 Izolarea bacteriilor microaerofile între bacteriile microaerofile, genul Campylobacter este semnalat cu o frecvență crescândă în etiologia sindromului diareic infecțios datorită în bună parte a îmbunătățirii și accesibilității posibilităților de izolare Două dintre speciile de Campylobacter, respectiv C coli și C jejuni, sunt curent cauzatoare de sindroame diareice la om Formele clinice sunt asemănătoare salmonelo-zelor, iar cele epidemiologice raportate au fost focare de extindere variabilă, majoritatea de origine alimentară C jejuni determină peste 85% din cazurile de campilobacterioze Caracteristică genului Campylobacter este cerința anaerobă sau microaerofilă de cultivare Amestecul optim gazos pentru microaerofilie este constituit din: O2 5-7%, CO2 8-10% și N2 85% Toleranța microaerofilă a fost mult îmbunătățită (până la 10-12% O J prin introducerea în mediile de izolare de sulfat feros, metabisulfit și piruvat de sodiu (amestecul FBF) Pentru realizarea microaerofiliei au fost propuse mai multe procedee: • Procedee fizice', borcane etanșe sau alte containere (pungi de polietilenă vacuumate) în care se introduce amestecul gazos în proporția dorită Exsicatoare sau borcane cu lumânare, procedeu empiric cu eficiență discutabilă, se folosesc la întreținerea tulpinilor • Procedee chimice: borcane sau pungi din plastic în care se amplasează h'r-uri comerciale reducătoare a O, și producătoare de CO2 astfel încât, într-un spațiu bine delimitat, să se realizeze proporțiile gazoase optime menționate (procedeul Campypak) • Procedee biologice (procedeul Fortner): în pungi de plastic se introduc perechi de plăci însămânțate una cu prelevatul patologic, cealaltă cu un microorganism aero/ anaerob cu dezvoltare rapidă (Proteus, Serratiâ) Punga se videază pe cât posibil și apoi se închide etanș Bacteria cu dezvoltare rapidă consumă O2 și realizează o microaerofilie relativ convenabilă Metoda, incomodă, este rar utilizată Ca și în cazul bacteriilor aerobe, izolarea celor două specii de Campylobacter din materiile fecale se poate face prin îmbogățire sau direct pe medii selective adecvate 349 19 3 3 2 1 Izolarea prin îmbogățire Au fost utilizate două proceduri de îmbogățire • îmbogățirea prin membrane filtrante', membrane filtrante cu pori de 0,65 pm diametru, sterile, sunt aplicate pe suprafața unui mediu nutritiv gelozat (e g , Muller-Hinton adiționat cu hematii de oaie) Peste membrană se aplică 2-3 picături dintr-o suspensie groasă de materii fecale într-un bulion nutritiv După o oră la 37°C membrana se înlătură și placa se incubează la 37° sau 42° C în microaerofilie Forma spiralară de 0,2-0,3 pm grosime și mobilitatea celor două specii de Campylobacter permit traversarea membranei, spre deosebire de alți bacili gram-negativi asociați care sunt reținuți Incubarea mediului durează 2-5 zile Deoarece și C jejuni este reținut într-o proporție importantă de membrană, procedeul este rar folosit, și numai la izolarea unor noi specii de Campylobacter din materiile fecale • îmbogățirea pe medii lichide cu inhibitori adecvați Procedeul se folosește curent pentru izolarea C jejuni din alimente și mai puțin din materiile fecale, unde se preferă dispersia direct pe mediile selective adecvate Bulionul Preston conținând FBS și adiționat aseptic cu lizat de sânge de cal și un supliment de antibiotice (polimixină, trimetroprim, rifampicină și cicloserină) a fost și a rămas cel mai mult utilizat Se inoculează abundent cu suspensie de materii fecale și se incubează 24 ore la 42°C după care se fac treceri pe medii selective de preferat agarul Preston selectiv pentru Campylobacter 19 3 3 2 2 IzolareaJară îmbogățire Gama mediilor selective pentru Campylobacter s-a extins considerabil din 1977 când Skirow a stabilit condițiile de incubare gazoasă, factorii nutritivi esențiali și necesitatea includerii de anbtibiotice ca inhibitori pentru flora asociată In tabelul 19-8 sunt prezentate o serie de medii selective special recomandate pentru izolarea speciilor Campylobacter jejuni și C coli din materiile fecale și alimente (prelevate cu floră bogată de asociație) Tabelul 19-8 Medii selective pentru Campylobacter Mediul Componenta bazală (nutritivă) Componenta selectivă Aspectul coloniilor Skirow Agar Columbia - sânge lacat de cal Vancomicină Trimetoprim Polimixină - 1-2 mm - semitransparente - rotunde, bombate - suprafață umedă - tendință de a se întinde pe striuri Butzler Agar Columbia - sânge defibrinat de cal Novobiocină Trimetoprim Polimixină - 1-2 mm - semitransparente, gri metalic, strălucitoare - rotunde, - nehemolitice 350 Tabelul 19-8 (continuare) Mediul Componenta bazală (nutritivă) Componenta selectivă Aspectul coloniilor Blaser-Wang Agar Columbia - sânge de berbec ori sânge lacat de cal Vancomicină Trimetoprim Cephalotin Amfotericină В Polimixină В - 1-2 mm - semitransparente, gri umede - rotunde, de mărimi diferite - nehemolitice Campy-ic Agar nutritiv Campylobacter sânge de berbec 7-10% Vancomicină Rifampicină Cefalotin Trimetoprim Colistin - 1-2 mm - rotunde, bombate - de culoare gri-castaniu - cu tendință de a se întinde pe striu Campylosel (bio-Merieux) Agar Columbia - sânge de berbec 5% Cefoprazonă Colistin Vancomicină Amfotericină В - 1-2 mm - translucide - plate cu marginile neregulate - cu tendință de întindere pe SU'iu - nehemolitice Preston Agar de bază Campylobacter -sânge lacat de cal Polimixină В Rifampicină Trimetoprim Cicloheximidă - 1 mm - semitransparente albicioase - preponderent rotunde Karmali Agar Columbia - cărbune activat Hemină Piruvat de Na Cefoperazonă Vancomicină Cicloheximidă - 3-5 mm - semitransparente - mucoase - de formă neregulată cu tendință de a se întinde pe striu CCDA Agar nutritiv cărbune activat Hidrolizat de cazeină Sulfat feros Piruvat de Na Cefoperazonă Amfotericină В - 2-3 mm - semitransparente - polimorfe, rotunde - deseori mucoide Inocularea mediilor selective pentru Campylobacter se face cu suspensie bogată de materii fecale în maniera prezentată în figura 19-5 Aproximativ 2 3 picături suspensie se dispersează pe suprafața plăcii prin grupe de striuri parțial suprapuse Incubarea mediilor însămânțate se face în condiții de microaerofilie așa cum a fost deja menționat Metoda „Campypak” a hf-urilor generatoare de amestecuri gazoase microaerofile s-a dovedit cea mai convenabilă, lipsită de riscuri și cu rezultate constante Temperatura optimă de incubare a celor două specii este de 42°C, iar durata 24 ori 48 ore în funcție de aspectul coloniilor 351 Creșterea la 42°C, numai în microaerofîlie, aspectul caracteristic al coloniilor pe mediile selective și morfologia particulară (bacili gram-negativi subțiri, spiralați ori helicoidali, foarte mobili, rareori de formă cocoidă) sunt elemente esențiale pentru încadrarea în genul Campylobacter Abseța producerii de H,S pe TSI și hidroliza hipuratului de sodiu diferențiază C jejuni de C coli, speciile curent întâlnite în etiologia sindromului diareic 19 3 3 3 Izolarea bacteriilor anaerobe Etiologia anaerobă a sindromului diareic este mai puțin cunoscută datorită dificultăților de cultivare Două entități clinice recunosc o participare anaerobă categorică: • Enterocolita necrozantă a adultului determinată de Clstridium perfringens tip C (enterocolita „Darmbrand”) • Enterocolita pseudomembranoasă ce se intalează postantibioterapie și este determinată de Clostridium difficile Ca și în cazul bacteriilor aerobe, izolarea anaerobilor din materiile fecale se poate face cu sau fără îmbogățire (fig 19-7) PRELEVARE Lccitinază poz Lapte tumesolat Cheag alveolar CI perfringens IZOLARE IDENTIFICARE PRELIMINARĂ Lccitinază negative Manitol+ Cl difficile Toxinogeneză - vitro - culturi celule - vivo - hamster Fig 19-7 Metodologia de izolare a clostridiilor din materiile fecale 352 19 3 3 3 1 Izolarea cu îmbogățire, îmbogățirea anaerobilor sporulați din materiile fecale se bazează pe un proces „selecție a sporilor”, respectiv de cultivare a prelevatului după debarasarea sa de formele vegetative aerobe și anaerobe Au fost descrise și se folosesc curent două tehnici: • Tehnica tratamentului tennic Mediul de îmbogățire, bulion - came tocată -glucoză - amidon (Bulion CTGA)1, este preîncălzit la 80° C, în baie de apă, timp de 5 minute Se adaugă 1 ml suspensie de materii fecale (inocul/mediu = 1/10) și se continuă încălzirea încă 10 minute Se răcește brusc și din tubul respectiv se reinoculează, în proporție de 1/10, un alt tub cu bulion CTGA; se fac dispersii pe cele două medii de izolare După incubarea anaerobă a acestora 24 h/37°C se procedează la studiul caracteristicilor de cultivare a C perfringens și C difficile (v tabelul 19-9) • Tehnica tratării cu alcool Din suspensia de materii fecale 1/10 în soluție salină izotonă se prelevă 1 ml care se amestecă cu un volum egal de alcool etilic absolut Amestecul se supune unei agitări continue timp de o oră la temperatura camerei Din proba astfel prelucrată se însămânțează: - Un tub cu bulion CTGA, care se incubează 24 ore la 37°C Din acesta se fac dispersii pe agar-sânge și mediu cu gălbenuș de ou în vederea izolării după incubare anaerobă 24^-8 ore la 37°C - O placă cu mediu cu gălbenuș de ou (Nagler) care se incubează de asemenea anaerob 24-48 ore la 37°C De pe toate mediile agarizate incubate anaerob se vor repica coloniile caracteristice în vederea identificării (tabelul 19-9) Tabelul 19-9 Medii pentru izolarea clostridiilor din materiile fecale Mediul Componenta nutritivă Componenta selectivă Aspectul coloniilor Observ Cl perfringens CI difficile Geloză sânge - Infuzie inimă de bou - Triptoză, agar - Sânge defibrinat de berbec - Hemolitice cu halou de liză incompletă (hemoli-zina X) - Inhibată de serul antiperfringens A - 4 mm - Nehemolitice - Gri translucide - Plate - Iridiscente Hemoliză difazică cald/rece (24 ore Ia 37°C/24 ore la 4°C) Fenil-etil agar cu sânge de berbec - Digestie trip-tică de cazeină - Digestie papa-ică de soia Alcool feniletilic - Mari (3—5 mm) - Hemolitice - CI perfr Tip C hemoliză cald-rece -4 mm - Nehemolitice - Gri translucide - Plate - Iridiscente 353 Tabelul 19-9 (continuare) Mediul Componenta nutritivă Componenta selectivă Aspectul coloniilor Observ CLperfringens CI difficile Agar cu gălbenuș de ou - Digestie trip-tică de cazeină - Tampon fosfat - Mg2+ ori Ca2+ - Glucoză - Gălbenuș de ou Neomicină (100 pg/ml) - Mari - 4-6 mm - Plate - Cu halou de precipitat în jur (inhibat de serul anti-perfringens A) - Cu arie clară îngustă în jurul coloniei (lipază) - 5-6 mm - Rotunde/nere-gulate - Gălbui - Fără arie clară fără precipitat în jur Mediile: - Nagler cu neomicină McClung și Toabe (modif ) cu neomicină Agar cu gălbenuș de ou fructoză și antibiotice - Agar nutritiv bază (ca mai sus) - Fructoză - Gălbenuș de ou - Cefoxitină - D-ciclose-rină Nu crește - 5-8 mm - Gălbui, fără halou - Neregulate/ circulare - Plate - Margini zimțate - Fluorescentă galbenă - UV cu Л mare - Miros specific de p-crezol 19 3 3 3 2 IzolareaJară îmbogățire Din suspensia de materii fecale se efectuează direct dispersii pe două medii selective (v fig 19-7): • Agar feniletilalcool (PEA), de preferat adiționat cu 5% sânge defibrinat de bnerbec, care permite creșterea clostridiilor și altor gram-pozitivi anaerobi prezenți în conținutul intestinal • Agar cu gălbenuș de ou, fructoză și antibiotice (cefoxitină și D-cicloserină) Acest mediu cu înalte capacității selective inhibă celelalte clostridii și cocii gram-pozitivi anaerobi: nu inhibă G difficile Ambele medii se incubează anaerob 48 ore la 37°C La 24 ore coloniile ambelor clostridii nu au aspect cracteristic, motiv pentru care se preferă o incubare de 48 ore, mai ales pentru G difficile în mod curent se utilizează ambele căi de izolare, cu și fără îmbogățire, ca medii selective preferându-se PEA cu adaos de sânge de berbec și agar gălbenuș de ou cu neomicină Când există informații clinice ce presupun existența C difiicille entero-colită pseudomembranoasă asociată cu antibioterapie, este obligatoriu ca mediul cu ou să conțină cefoxitină și D-ciclosterină inhibitoare ale celorlalte clostridii, inclusiv C perfringens Deoarece C difficille a fost frecvent izolat de la persoane sănătoase (la 2-5% din persoanele investigate a fost al doilea organism dominant), implicarea sa etiologică necesită probarea calităților toxigene: enterotoxina și citotoxina Totodată, în colita pseudomembranoasă asociată antibioterapiei se recomandă determinarea celor două toxine direct în materiile fecale 354 Depistarea toxinelor C difficille în materiile fecle C difficille produce două toxine structural și cu activități diferite în tabelul 19-10 sunt prezentate principalele caracteristici ale acestor toxine Tabelul 19-10 Toxinele produse de C difficille Toxina Toxicitate Structura Imunogenitate In vivo In vitro Enterotoxin a toxina A Letală pentru: șoarece/hamster Efect citopatic pe: CHO (alungire) Proteică: 420 000-620 000 daltoni Imunogenă: Ac specifici cu activitate neutralizantă Citotoxina toxina В • Citotoxică pe celule: VERO: Hep 2 Celule X 1; MHC CHO: HeLaWl-38 (rotunjire, desprindere, moarte) • Efect inhibat de serul specific anti C difficille și serul anti- C sordelli Imunogenă: Ac specifici cu acțiune neutralizantă Notă: Toxinele C difficille au fost puse în evidență însă și în m f prelevate de la persoane sănătoase Prezența în fecale a citotoxinei se poate determina prin una din metodele de mai jos • Pe culturi de celule (menționate în tabelul 19-10) în principiu etapele sunt următoarele: - Materiile fecale lichide ce centrifughează 30 minute la 3000xg și se reține supematantul Cele semisolide se omogenizează cu un volum egal de tampon fosfat salin, se lasă peste noapte la +4°C și apoi se centrifughează 30 minute la 3000xg Se reține supematantul - Supematantul se filtrează sterilizant prin membrane cu pori de 0,45 pm - Culturile de celule WI-38, Vero etc , de preferat WI-38 (fibroblaste de plămân uman), în monostrat, se inoculează cu filtratul pregătit mai sus - Efectul citopatic apare în 18-24 ore de la inoculare (se urmărește 48 ore) - Un tub martor de culturi de celule se inoculează cu un amestec de filtrat și ser antitoxic anti- C difficille Se urmărește efectul toxic ca mai sus - Rezultat pozitiv: efect citopatic în tubul cu filtratul de materii fecale și efect citopatic inhibat în tubul neutralizat prin amestec cu serul antitoxic Prin aceeași metodă se poate determina și cantitatea de toxină (suspensie diluată), însă titrul nu are semnificație clinică 355 • Prin teste imunoenziinaîice comerciale pot fi depistate atât enterotoxina cât și citotoxina Folosirea lor este superioară altor metode Acest fapt diminuează preocupările detectării ei prin culturi de celule în sindromul diareic 19 3 4 Examinarea micologică în tubul digestiv al omului se găsesc curent fungi microscopici din genurile: Candida, Trichosporum, Rliodotorula, Torulopsis, Geotrichim, Saccharomyces unii dintre ei constituind microbiocenoza intestinală alături de bacteriile aerobe și anaerobe Alte grupe tranzitorii pot fi de origine alimentară Proporția normală a fungilor în scaun variază între 28-72% ’ Afectarea importantă a capacităților de apărare locală și generală și dezechilibre ecologice mari ca urmare a unor tratamente prelungite cu antibiotice cu spectru larg pot duce la apariția unor micoze intestinale Sindromul diareic micotic se caracterizează prin scaune de consistență redusă, chiar apoasă, însoțite de stare afebrilă sau subfebrilă și simptomatologie digestivă constând din arsuri și dureri abdominale difuze, inapetență și uneori greață Lipsa unor teste de patogenitate și a unei patologii specifice fac ca implicarea etiologiocă să fie dificilă, mai ales în cazul speciilor de Candida: C albicans, C tropicalis, C krusei, în prezența unei simptomatologii digestive trenante, dominanța elementelor fungice în produsul patologic capătă relevanță etiologică Investigarea micologică a scaunului se efectuează în două trepte: examenul direct microscopic și cultivarea Microscopia directă este esențială și se realizează pe frotiuri fixate și colorate gram (v fig 19-3) Poate depista prezența levurilor în cantitate mare și „dominanța4’ lor prin comparație cu flora bacteriană fecaloidă diminuată uneori până la dispariție Aspectul microscopic este decisiv pentru cultivarea scaunului în vederea izolării și cuantificării levurilor Colorate întotdeauna intens gram—pozitiv, în funcție de grupul taxonomic, îmbracă forme variate, de levuri sferice ori ovale dispuse în grămezi ori lanțuri monilifomie deseori ramificate Dispunerea și morfologia sugerează speciile, motiv pentru care microscopia prelevatului și ulterior a izolatelor este esențială în examinarea micologică 19 3 4 2 Izolarea levurilor se face prin cultivare pe medii agarizate care conțin inhibitori pentru bacterii Etapele premergătoare cultivării sunt identice acelora pentru investigarea bacteriologică, cu mențiunea că prelevarea se face întotdeauna din scaun emis spontan Deși au fost preconizate multe medii, în literatură există puține precizări relativ la izolarea fungilor din materiile fecale în tabelul 19-11 sunt prezentate două dintre mediile selective recomandate pentru izolarea levurilor din produse cu floră bacteriană de asociație bogată Ambele sunt variante ale mediului Sabouraud adiționate cu mixturi de antibiotice inhibitorii pentru bacteriile aerobe din materii fecale 356 Tabelul 19'11 Medii selective pentru izolarea levurilor din scaun Mediul Abrev Componenta nutritivă Componenta selectivă Incubare la 25°C ori 35S’C Sabouraud cu antibiotice și NaCl Sabouraud CCG Glucoză Bactopeptonă NaCl Agar Cloramfenicol Cycloheximidă Gentamicină Selectiv pentru C albicans Sabouraud cu dex-troză Cloramfenicol Sabouraud DC Glucoză Neopeptonă Agar Cloramfenicol Selectiv pentru fungi Mediul Sabouraud CCG este înalt selectiv permițând dezvoltarea numai a C albicans Varianta Sabouraud DC este mai puțin inhibitorie, permițând dezvoltarea și a altor levuri; are deci o utilizare mai larga Pentru a incrimina etiologia micotică într-un sindrom diareic este necesar un examen cantitativ al levurilor, respectiv determinarea numărului de unități formatoare de colonii micotice (UFC)/g sau ml de materii fecale și identificarea levurilor respective Din suspensia inițială de materii fecale (m f ) în soluție salină izotonă se fac diluții 10“2 și 10“3 (respectiv IO-3 și 10^ din produs) din care cu câte 0,2 ml se însămânțează câte o placă de Sabouraud DC prin inundare Totodată din suspensia inițială se fac dispersii cu ansa pe Sabouraud CCG (v fig 19-5 și 19 3 3 1 2) Mediile însămânțate seincubează2-3 zilela25-37°C după care se numără coloniile Calculul levurilor g m f se face după formula următoare: Nr UFC/g m f = Nr colonii x F voi, x R dil , unde: F voi = 5 (aducerea volumului la 1 ml); F dil - numitorul diluției pentru 1 g, Dacă numărul celulelor levurice/g este mai mare de IO9 UFC/g m f , rezultatul poate fi considerat semnificativ pentru micoză intestinală De pe ambele plăci se procedează în continuare la identificarea izolatelor Deoarece pe Sabouraud CCG nu se dezvoltă decât Candida, formarea de colonii numeroase pe acest mediu poate fî interpretată ca un test pozitiv pentru etiologia candidozică 19 3ЛЗ Identificarea preliminară se bazează pe caracteristicile coloniilor și caracterele microscopice (formă, dimensiuni, prezența capsulei) Candida albicans deține rolul major în etiologia micotică a sindromului diareic Prezentă îndeosebi Ia imunodefîcienți, reprezintă una din infecțiile intercurente frecvente în SIDA Aspecte de cultivabilitate ale C albicans sunt caracteristice pe agarul Sabouraud CCG, fiind singura levură care se dezvoltă la un asemenea grad de selectivitate 357 Coloniile de Candida apar timpuriu, la 48-72 ore, sunt albe-gălbui, cremoase și cu vârsta devin membranoase cu suprafața zbârcită Microscopic blastoconidia de Candida variază ca formă de la rotundă la ovală alungită, cu muguri multilaterali și pseudomicelii Dacă reproducerea sexuată a avut loc se pot face diferențieri între speciile de Candida Testul tubului germinai1 diferențiază de asemenea Candida de alte levuri precum și între speciile genului Tubii germinali de C albicans sunt relativ scurți și nu prezintă strictură la inserția în blastoconidie Producerea de tubi germinali este frecventă la C albicans astfel încât aceștia se întrepătrund și formează aglomerări celulare C tropicalis produce de asemenea tubi germinali, dar blastoconidia și tubii sunt mai mari, mai groși și prezintă stricturi la emergență Pentru control, în cadrul testului se poate folosi o cultură cunoscută de C albicans Alte levuri pot fi de asemenea întâlnite în scaunul diareic, dar rolul lor etiologic este discutabil, „dominanța46 rămâne singurul criteriu de estimare a semnificației clinice Mediul Sabouraud DC, fiind relativ slab selectiv, permite izolarea și altor fungi Aceștia pot fi identificați pe baza caracteristicilor morfologice, de cultivabilitate și exoenzimatice 19 3 5 Examinarea virologică Gastroenteritele virale ocupă al doilea loc în morbiditate după virozele respiratorii Se estimează că virusurile determină 30-40% dintre îmbolnăvirile diareice acute în S U A unde investigarea virologică se apropie mai mult de cazuistica reală Dintre entitățile virale implicate în etiologia gastroenteritelor, unele, ca adeno-virusurile, rotavirusurile, coronavirusurile, calicivirusurile, au un statut taxonomic bine definit Altele însă, ca virusurile Norwalk ori Norwalk-ri'te și astrovirusurile, deși identificate electronoptic și cu structură cunoscută, nu au fost încă definite etiologic datorită imposibilității de a fi „cultivate” in vitro ori in vivo In tabelul 19-12 sunt sintetizate câteva proprietăți ale viruurilor gastroenteritei umane Cu excepția adenovirusurilor, toate celelalte sunt virusuri ARN Deasemeni cu excepția coronavirusurilor (inclusiv CVLP), toate celelalte nu au anvelopă Sezonalitatea gastroenteritelor de iarnă (rota-, Norwalk și coronavirozele) este o particularitate ce poate fi luată în considerație la stabilirea diagnosticului Cu excepția virusurilor Norwalk și Norwalk-Zi£e (întâlnite preponderent la adulți), celelalte etiologii se întâlnesc mai frecvent la copii, determinând cazuri sporadice sau forme epidemice 1 Cu o pipetă Pasteur ori un tub capilar se ia o porțiune din colonie și se emulsionează în 0,5 mi ser fetal (ori nou-născut) de vițel Se incubează 2-4 ore la 37°C (nu mai mult întrucât mai târziu germinează 6 ani Transmisia Fecal-orală Fecai-orală Fecal-orală Fecal-orală Fecal-orală Fecal-orală apă alim Legendă' - ADNd c = ADN dublu catenar - ARNd c = ARN dublu catenar - CVLP = corone virus like particles - NVLP = Norwalk virus Ike particles Deoarece formele epidemice extinse au fost mai insistent investigate, acestea apar mai frecvent semnalate Datorită dificultăților și chiar imposibilității de cultivare a majorității entităților menționate, investigarea etiologică a gastroenteritelor virale are o serie de particularități 19 3 5 1 Prelevarea Pentru investigarea etiologici virale, prelevarea se face întotdeauna din scaunul emis spontan în primele 2-5 zile de evoluție a bolii Se va evita folosirea conservanților de orice fel ori a mediilor de transport ce ar putea avea interferențe cu testele imunoelectronoptice, imunoenzimatice ori latex-aglutinante (detergenți, chelatori, ioni metalici) Nu este admisă recoltarea ori prelevarea din probă cu tamponul, deoarece o bună parte din virioni se absorb pe acesta diminuând șansele detectării 359 Dacă proba nu se poate prelucra și examina imediat, se refrigerează la +4°C, Când conservarea durează mai mult de 24 ore, prelevatul se congelează la -70°C (v fig 19-2) 19 3 5 2 Detectarea virusurilor Evidențierea virusurilor gastroenteritei umane în probele de materii fecale se face prin mijloace de investigare directă, între care frecvent utilizate sunt: - Microscopia electronoptică (ME) - Imunomicroscopia electmoptică (IME) - Teste imunenzimatice (EIA) - Latex-aglutinarea (LA) Alte metode sunt proprii laboratoarelor înalt spercializate în izolarea viurrusurilor și centrelor de referință: teste radioimune, electroforeză în gel de acrilamidă, hibridizarea acizilor nucleici (sonde genetice), cultivarea pe celule (tipurile tardive de adenovirus 40 și 41) 19 3 5 2 1 Detectarea prin microscopie electronică directă se poate aplica oricăreia dintre grupările de virusuri Se poate efectua direct din stratul de suspensie clară de materii fecale în apă distilată ori după îmbogățire printr-un procedeu de concentrare a particulelor virale Etapele examinării sunt următoarele: Examinarea directă • Prelevarea supematantului de naterii fecale omogenizat 20% în apă distilată ori soluție apoasă de acetat de amoniu 1% - suspensia poate fi clarificată prin centrifugare la turație joasă pentru înlăturarea debriurilor organice • Prepararea grilei și fixarea preparatului • Tratare pentru impregnare cu acid fosfotungstic • Inactivarea virusurilor prin expunerea grilei 10 minute la U V 900 pw • Examinare: particulele de rotavirus apar ca entități puțin dense (aspecte de mici roți cu bucșă masivă, spițe scurte și obadă fină) pe fondul întunecat determinat de impregnarea fosfotungstică Examinarea după concentrarea particulelor virale prin: • Ultracentriculare la 90 000 r p m cu concentrarea particulelor virale direct pe grila tratată Sensibilitatea detectării poate crește astfel până la 1 000 ori Ultracentrifiigarea se poate realiza și în cupe la 100 000 r p m timp de 30 minute, prelevându-se apoi sedimentul în volum redus din care se efectuează preparate ca la examinarea directă • Difuzie în gel de agar 1% în apă distilată Pe agarul dispus în godeurile unei plăci de microtitrare se aplică, după solidificare, o picătură din suspensia clarificată de materii fecale După absorbția acesteia se scoate agarul din godeu și cu suprafața sa se face o amprentă pe grilă, care apoi se prelucrează ca la examinarea directă a suspensiei Lichidul din picătură difuzează în agar în timp ce virionii rămân la suprafață și se transferă prin amprentă pe grilă 360 Deoarece detectarea prin ME este dependentă de un echipament scump, metoda este restrictivă și chiar atunci când există posibilități, investigarea se efectuează pe un număr selectat de probe Metoda se recomandă atunci când nu există alte posibilități de detectare virală 19 3 5 2 2 Detectarea prin imunomicroscopie electronică este o variantă a ME în care suspensia se îmbogățește prin tratare cu ser imun Ca ser imun se pot folosi: • ser de la pacienți convalescenți; • imunoglobuline umane standard obținute din amestecuri de la un număr mare de donatori; • ser de la animale imnunizate Serurile pot fi utilizate în trei metode de captare a particulelor virale: • Direct', amestec de ser cu suspensie de fecale și, după contact, complexele imune formate sunt separate prin sedimentare 30 minute și 15 000 r p m Sedimentul este reluat într-un mic volum de apă distilată și se procedează ca la examenul din suspensia de materii fecale • Captarea în fază solidă, anticorpii sunt fixat pe grilă cu ajutorul Staphylococus aureus conținând protină A Particulalele virale din suspensie sunt astfel fixate și apoi colorate negativ cu acid fosfotungstic • Captarea prin difuzie în agar în care s-a încorporat serul imun: examinarea se face ca mai sus, randamentul fiind superior concentratării prin difuzie simplă 19 3 5 2 3 Detectarea prin teste imunoenzimatice(EIA) se practică în mod curent pentru rotavirusuri și adenovirusuri în diverse variante Preparate comerciale bazate pe EIA pentru detectarea rota- și adenovirusurilor sunt prezentate în tabelul 19-13 Tabelul 19-13 Truse comerciale EIA pentru detectarea rota și adenovirusurilor Denumirea comercială Producător Anticorpi pentru Sistem execuție Timp de incubare (minute) Pathhfinder Kallestad Rotavirusuri în tuburi 75 Rotallone Cambridge Bioscience Rotavirusuri Microtitrare 70 Rotazymea Abbott Lab Rotavirusuri în tub 150 Rotavirus EIA Intern Diagnostics Lab Rotavirusuri Microtitrare 105 Test PACK rotavirus Abbot Lab Rotavirusuri Discuri 7 Rota cub Difco lab Rotavirusuri Cub cu membrană 3 Adeno-clone Туре 40/41 Cambridge Bioscience Adenovirusuri Microtitrare •? API adenovirus 40/41 Analytab Products Inc Adenovirusuri Microtitrare 9 361 Sistemele imunoenzimatice au avantajul de a fi înalt specifice și sensibile, relativ rapide și accesibile, permițând efectuarea unui mare număr de investigări 19 3 5-2 4 Prin latex-aglutinare (LA) O generație relativ recentă de teste utilizând particule de latex sensibilizate cu anticorpi policlonali specifici a fost promovată pentru detectarea rotavirusurilor și adenovirusurilor Testul latex-aglutinării, suficient de sensibil pentru a detecta virusul în suspensii chiar cu 1 (F particule/ml, este totodată specific, ușor de executat și, mai ales accesibil ca preț în comparație cu toate celelalte metode In tabelul 19-14 sunt prezentate câteva dintre preparatele comerciale mai răspândite pentru detectarea rotavirusurilor prin latex-aglutinare Tabelul 19-14 Teste comerciale pentru detectarea rotavirusurilor prin latex-aglutinare Denumire Producător Timp de incubare (minute) Rotastat Intern Diagn Laboratories 13-14 Meritec rotavirus Meridian Diagnostics 5 Virogen rotatest Wampole Laboratories 17 Rotavirus latex Wellcome Diagnostics 17 Immunoscan Bartels 5 Rotalex Medical Technology Diagn Sanofî Pasteur Diagn 2 5 ’ Slidex rotakit Bio Merieux 5 Performanțele detectării rotavirusurilor prin latex-aglutinare și îndeosebi accesibilitatea, rapiditatea, execuția și interpretarea facile au determinat o acceptare largă a acestei metode 20 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL TOXIINFECȚITLOR ALIMENTARE (DUMITRU BUIUC, MARIAN NEGUȚ) 20 1 INTRODUCERE 20 1 1 Definiție 20 1 1 Considerații etiopatogenice și clinice 20 2 METODOLOGIA INVESTIGAȚIEI DE LABORATOR A TOXIINFECȚIILOR ALIMENTARE 20 2 1 Prelevarea, conservarea și transportul probelor Dotări și facilități necesare Probe de alimente Probe de la bolnavi și personalul implicat în manipularea alimentelor Probe de mediu Date informative; buletinul cerere de analiză 20 2 2 Examinarea probelor Microscopia directă Cultivarea probelor Depistarea toxinelor microbiene Criteriile de relevanță clinică și epide-miologică a testelor pentru diagnosticul toxiinfecțiilor alimentare 20 1, INTRODUCERE 20 1 1 Definiție Toxiinfecțiile alimentare (TIA) sunt entități clinice plurietiologice cu manifestări dominant digestive determinate de consumul de alimente contaminate cu bacterii vii ori toxine ale acestora TIA se caracterizează clinic printr-un sindrom digestiv, de intensitate variabilă, constând din greață, vărsături, diaree, crampe intestinale, însoțit sau nu de stare febrilă, cefalee, anxietate și afectarea stării generale în grade diferite în raport cu activitatea toxinelor și pierderile electrolitice consecutive sindromului diareic Pe fondul etiologici multiple au în comun: - originea alimentară - debutul brutal, în plină stare de sănătate - caracterul epidemiologie exploziv, izbucnirile afectând familii ori colectivități consumatoare ale aceluiași aliment contaminat Industrializarea alimentației a determinat forme epidemice cu mare extindere geografică la consumatori aflați la mari distanțe, chiar multinaționale - Evoluția acută zgomotoasă, autolimitată Terapia de susținere e necesară în cazurile cu febră mare și deshidratare severă In TIA botulinică tratamentul cu ser specific este unic și obligatoriu - Convalescența este scurtă în formele toxice (stafilococică) și lungă, trenantă, însoțită de astenie marcată în formele invazive și în intoxicația botulinică - Nu generează cazuri secundare prin contagiune directă în unele împrejurări convalescenții pot rămâne purtători și eventual surse de infecție directă: TIA cu Shigella, Salmonella, Escherichia coli patotipuri intestinale, Yersinia enterocolitica etc Evident, cheia diagnosticului etiologic al TIA o constituie perioada de incubație bine definită, debutul brutal, tabloul clinic caracteristic și forma epidemică explozivă a îmbolnăvirilor 363 20 1 2 Considerații clinico-etiologice Definitoriu TIA trebuie diferențiate de intoxicațiile alimentare de cauze diferite cum ar fi intoxicațiile chimice, intoxicațiile cu alimente otrăvitoare (e g , intoxicațiile cu ciuperci) sau cu viețuitoare acvatice (intoxicații de tip toxic: Ciguatera, Tetrodo- ori de tip hista-minic- intoxicația scromboidă) în tabelul 20-1 sunt sistematizate diferențele clinice esențiale dintre intoxicații și TIA Trebuie reținut ca esențială diferențierea de TIA, absența incubației și evoluția constant afebrilă a intoxicațiilor alimentare Tabelul 20-1 Diferențierea toxiinfecții / intoxicații alimentare Caracteristica Toxiinfecții alimentare Intoxicații alimentare INCUBAȚIA Relativ lungă: ore - zile Scurtă: minute - ore DEBUTUL Brutal, necaracteristic cu stare de rău, cefalee, anxietate, greață, vărsături, diaree Dominant - vărsături însoțite de simptomatologia caracteristică a toxicului (sindroame bine definite) EVOLUȚIE Frecvent febrilă Afebrilă SIMPTOMATOLOGIE Dominant digestivă: sindrom diareic major (excepție toxiin-fecția botulinică) care evoluează ca sindrom neuroparalitic progresiv) - Caracteristică toxicului sau grupelor de toxice - Fenomene nervoase frecvente: confuzie, tremurături, pareze, parestezii, paralizii, stare comatoasă Schematic tabloul clinic pe care îl îmbracă TIA poate fi încadrat în 5 sindroame majore la care se pot descrie particularități etiologice constante sau ocazionale (Tabelul 20-2) ’ Tabelul 20-2 Sindroame majore de TIA Sindromul Incubația Simptomatologie Agenții etiologici Digestiv superior Scurtă 4-16 ore Rareori 2-3 zile - anxietate, cefalee, prostrație - grețuri, sialpree, vărsături, uneori sangu-inolente, crampe abdominale diaree Enterotoxine produse de: -S aureus -B cereus •’C-perfringens -E coli (ETEC, EHEC) Digestiv inferior 16-72 ore -Febră -Astenie, stare de rău -Greață, rareori vărsături, -Crampe abdominale, diaree (fecaloidă, apoasă, hemoragica) -Salmonella -Shigella -E coli (EIEC, EHEC, EPEC, EAEC) -Y enterocolirica - Y, pseudotuberculosis -Alte Enterobacteriaceae -Vibrio (cholerae,parahaemolyticus) -Aeromonas -Plesiomonas -Pseudomonas 364 Tabelul 20-2 (continuare) Sindromul Incubația Simptomatologie Agenții etiologici Digestiv/hemo ragipar 6-24 ore -Frison, sialoree, grețuri, vărsături -sindrom hemoragipar, icter (inconstant) -modificări hematologice -hematurie -Aspergillus flavus și alte specii de Aspergillus sau Penicillium producătoare de aflatoxine -Fitsariuin sp producătoare de tricho-cetene Neuroparalitic 1-7 zile -Grețuri, vărsături, cons-tipație; vertij, astenie -Paralizii progresive caracterizate prin: diplo-pie, disfagie, disartrie, pierderea reflexului de acomodare la lumina, dispnee, asfixie/paralizie respiratorie - C botulinum - toxina Respirator superior 1-3 zile -Febră -Grețuri, vărsături -Rinoree -Angină - S pyogenes - S zooepidemicus 20 1 3 Considerații etiopatogenice Etiopatogenic, TIA pot fi grupate în două categorii: de tip toxic sau de tip invaziv Toxiinfecțiile alimentare de tip toxic sunt determinate de prezența toxinelor, generic denumite și „enterotoxine“ în alimentul incriminat în timp ce TIA de tip invaziv sunt declanșate de agentul etiologic prezent în formă vegetativă, în mare cantitate, în alimentul ingerat Frecvent însă ambele mecanisme se intrică în aliment fiind prezente atât toxinele preformate cât și microorganismele toxigene In tabelul 20-3 sunt grupate și redate succint mecanismele etiopatogenice ale TIA mai frecvent semnalate Tabelul 20-3 Mecanismele patogenice ale TIA mai frecvente: TIA - de tip toxic Agentul etiologic Factori patogenici Mecanismul de acțiune Staphylococcus aureus Toxinele preformate în alimente: enterotoxinele A,B,C1,C2,C3,D,E • В cea mai importantă Gr Mol ~ 30kda • Rezistente Ia: căldură (fierbere, 30-40 min ) pH acid, digestie peptică, triptică • Doza emetizantă 0,l-5pg • Nu sunt imunogene - Acțiune iritativă locală asupra terminațiilor nervoase intestinale centru] vomei —■> reflex vagal exprimat prin greață și vomă - Acțiune locală gastro-intestinală - Hiperemii și erupții peteșiale - accelerări de tranzit de tip iritativ - diaree 365 Tabelul 20-3 (continuare) Agentul etiologic Factori patogenici Mecanismul de acțiune Clostridium botidinum Toxine produse în aliment; plăgi, intestin nou născut Tipuri A,B,Ca, Cp,, D, E, F, G • A și В cel mai frecvent la îmbolnăviri umane urmate de E și F • De natură proteică: Gr Mol 250 000 - 900 000 daltoni - formată prin legarea bisulfidică a două lanțuri L (ușor = 50 000) H (greu == 100 000) Separate lanțurile sunt netoxice - doza letală/om sub 1 pg - inactivată de căldură (2min/60-70°C) - rezistentă la: S ionii de Ca2+ și Ag+ S agenți oxidanți J formol •—> toxoid J alcool —> precipită •J pH acid pepsină, tripsină - Blocarea transmiterii transinaptice în fibrele nervoase colinergice cu instalarea de paralizii motorii Proces în trei faze: (i) atașarea toxinei de receptorii celulari presinaptici prin lanțul „H”; proces reversibil și împiedicat prin ser antibotulinic specific de tip; (ii) intcrnalizarea" lanțului „L“, toxic activ, printr-un proces de endocitoză; după intemalizare procesul toxic e ireversibil; (iii) blocarea acetilcolinei și prin aceasta a transmiterii transinaptice cu instalarea paraliziei motorii; - Procesul toxic poate fi neutralizat prin ser specific chiar după instalarea primelor paralizii de nervi cranieni Bacillus cereus • Factorul diareigen sau entero-toxina produsă în intestin este: - proteină de 38-46 kda - antigenică, constituită din două componente P și cc citotoxice ce devin toxină numai prin asociere, - termolabilă inactivată de enzimele proteoli-tice •Factorul vomigen sau toxina emetică este: - peptid de 10 kda - neantigenic, - se formează în aliment; t° optime 25-30°C (alimente făinoase îndeosebi orez fiert sau prăjit) - rezistent la: Jcăldură 90 min/126°C ■J pH-uri extreme 2-11 • Componenta enterotoxică p e responsabilă de atașarea la celula epitelială intestinală facilitând acțiunea componentei cc de tip sfingomielinic asupra membranei celulei pe care o lezează Posibil și alți factori toxici asociați să intervină pentru blocarea retrorezorbției de Na+ și în consecință producerea diareei • Efectul emetizant este un reflex vagal declanșat prin acțiunea directă a toxinei asupra terminațiilor nervoase intestinale 366 Tabelul 20-3 (continuare) Agentul etiologic Factori patogenici Mecanismul de acțiune Clostridium perfringens (tipurile A uman; C și D animale) Proteină de înveliș sporal ce provine din citoplasmă formei vegetative în cursul sporulării - gr mol = 34lkda - structură polipeptidică - inactivată prin: Scăldură - 19 min/60°C frig - lent 28 zile Spronază - activată de: S tripsină S papaina S lipaze Vх neuraminidaze • Acționează intens asupra membranei enterocitului producând leziuni de tip lecitinazic ce afectează metabolismul proteic celular și alterează transportul hidroelectrolitic Alterarea lezională, de tip necrotic poate determina tulburări grave și diaree sangu-inolentă -Escherichia coli enterotoxigen (ETEC) -V cholerae • Enterotoxinele termolabile -LTI și LTII - Complexe proteice formate din : 5 subunități polipeptidice В (de atașare) 1 subunitate polipeptidică A cu două componente: Al și A2 A2 leagă subunitatea A de penta-merul В până ce Al pătrunde în celulă - Gr Mol mare (160 kda) - Imunogene - Degradabile prin căldură • Cele 5 subunități В se atașează de gangliozidul GM1 din membrana celulelor epiteliale intestinale Pătrunderea subunității Al în celulă unde printr-un mecanism enzimatic activează adenilat ciclaza Aceasta la rândul ei blochează mecanismul energetic major al celulei prin creșterea nivelului AMP ciclic (cAMP) In consecință: - crește secreția de СГ de către celulele criptice - este împiedicată retrorezorbția de Na+ - apa urmează electroliții, și determină acumularea de lichid intestinal declanșând diareea Escherichia coli enterotoxigen (ETEC) • Enterotoxinele termostabile STI și ȘTII sau STa și STb -STI e un polipeptid cu Gr Mol mică: 2 kda -termostabile (15 min/ 100°C) - nu sunt imunogene • STI activează guanilat ciclaza în celulele epiteliale jejunale și ileale determinând blocarea ciclului GTP - GMP prin exces de GMP ciclic (cGMP) în consecință, stimulează secreția de СГ și inhibă retrorezorbția Na+, inducând un volum crescut de apă în intestin și subsecvent diaree - ȘTII nu are un mecanism diareigen cunoscut Escherichia coli enterohemoragic sau VTEC: Vero-toxin Escherichia coli (EHEC) • Citotoxinele: - Shigella like toxina 1 ori Verotoxina 1 (SLTI ori VT1) mediate plasmidic - Shigella like toxina 2 ori Verotoxina 2 (SLTII ori VT2) -EHEC (VTEC) poate produce numai una ori ambele toxine • Ambele citotoxine produc: - inhibiția ireversibilă a sintezei de proteine în celulele epiteliale intestinale; - desfac legăturile specifice N-glicozidice la nivelul subunității 28S a ARN ribozomal 60S; aceasta duce la blocarea factorului 1 de elongare de care depinde legarea aminoacil-t RNA la ribozomi în cursul sintezei proteice 367 Tabelul 20-3 (continuare) Agentul etiologic Factori patogenici Mecanismul de acțiune - Ambele toxine au o subunitate A responsabilă de acțiunea toxică (cu 2 fragmente Al și A2) și o subunitate В care leagă toxina de glicolipidele peretelui celular (preferențial de Gb3 existent și în membrana eritrocitară și endo-teliul glomerular renal) • Urmare a blocării sintezei proteice se produce: - moartea celulelor intestinale cu leziuni ulcero-necrotice - afectarea epiteliului glomerular renal cu instalarea unui sindrom uremie - hemoliză eritrocitară - sindrom hemolitic Salmonella • Bacteriile vii, invazive, prezente în alimentele ingerate peste limite considerate „doze infectante4' (de obicei peste lOiifc/g) • Agresiunea asupra celulei epiteliale intestinale de la diverse nivele (jejunală, ileală, colică, rectosigmoidiană) are ca efect un exces de fluid intestinal ca urmare a tulburării retrorezorbției hidroelectrolnice • Deși mecanismul intim este diferit la fiecare dintre agenții menționați, procesul are următoarele etape: - atașarea de celulele epiteliale - țintă și colonizarea mucoasei intestinale - modificări ale structurii membranei celulare și ale citoscheletului urmate de intemalizarea bacteriilor - leziuni celulare urmate de : tulburări ale activității celulelor îndeosebi diminuarea retrorezorbției S alterarea structurală a celulei epiteliale cu eliberarea de bacterii în spațiile dintre celule și în submucoasă S intervenția unor mecanisme inflamatoare cu eliberarea de mediatori (leukine, prostaglandine) care accentuează volumul fluidului și peristaltismul intestinal S aspecte clinice enterohemoragice (ETEC, Shigella) pe fond lezional • Enterotoxine și citotoxine proprii fiecărui grup sunt implicate de asemenea în determinismul TIA de tip invaziv Mecanismele patogenice imprimă atitudini diferite de diagnostic microbiologic, respectiv: • în TIA de tip toxic testul de certitudine este evidențierea toxinei în aliment în produsele de vomă și rareori în scaun Specificitatea, accesibilitatea, simplitatea și costurile relativ reduse sunt argumentele care au promovat în practică examinări bazate pe principii imunologice Există o multitudine de produse comerciale bazate pe reacții de aglutinare (coaglutinare, latexaglutinare) precipitare (imunodifuzie) sau imunoenzimatice care 368 corespund exigențelor de determinare cantitativă de mare finețe îndeosebi testele imunoenzimatice de diferite tipuri sunt agreate datorită sensibilității și specificității lor superioare Față de principiul de mai sus, două circumstanțe sunt particulare: • în botulism toxina se cercetează curent în serul pacientului prin reacții de neutralizare in vivo (pe șoareci) sau dacă este accesibil se investighează și în alimente cu măsuri extreme de protecție a personalului și mediului Datorită riscurilor de manipulare a prelevatelor potențial contaminate izolarea și identificarea C botulinum toxigen se recomandă în laboratoarele clinice ori epidemiologice numai dacă sunt echipate corespunzător (BSL3 ori BSL4) și numai de specialiști instruiți pentru aceste activități • Datorită dificultăților de identificare curentă a toxinelor de B cereus și Staphylococcus aureus în alimente, alternativ, se recomandă determinarea u f c /g aliment Dacă numărul u f c depășește IO5 se pot acorda circumstanțe determinante acestor etiologii Aceste circumstanțe nu sunt însă certitudini - In TIA de tip invaziv implicarea determinantă se face exclusiv pe izolarea și identificarea agentului etiologic în mediu (ustensile, suprafețe) alimente și prelevate patologice de la pacienți (materii fecale, lichide de vomă) - Diagnosticul serologic se practică numai în formele cronice de infecție determinate de Yenterocolitica, Ypseudotuberculosis și Listeria, Capacitatea de multiplicarea intramacrofagică a acestor specii bacteriene facilitează confruntarea cu sistemele imunoformatoare în diverse etape evolutive/patogenice având ca rezultate menținerea unui titra semnificativ de IgG specific pe durata portajului (organisme viabile, îndeosebi în ganglionii limfatici regionali) 20 2 METODOLOGIA INVESTIGAȚIEI DE LABORAOR A TOXIINFECȚIILOR ALIMENTARE Investigarea microbiologică în TIA este esențială pentru: - Precizarea diagnosticului clinic, fundamentarea deciziei terapeutice și instituirea unor măsuri particulare de protecție a personalului și mediului spitalicesc dacă e cazul - Stabilirea arealului, surselor și căilor prin care se caracterizează evenimentul epidemiologie și măsurile ce trebuie întreprinse pentru prevenirea unor viitoare accidente similare Această investigare este deosebit de complexă întrucât impune: - confruntarea cu o gamă foarte largă de prelevate: • alimentare (practic orice aliment) • umane (sursele umane potențiale) • consumatori, bolnavi, purtători cronici/contacți (lucrători, manipulatori, procesori) • de mediu: suprafețe de prelucrare a alimentelor, echipamentelor, recipiente, spații stocare etc • de la vectori: insecte, rozătoare - diagnosticul etiologic (bacteriologic) este urgență medicală Tipizarea suplimentară în cazul speciei și uneori chiar a tipurilor serologice (bacteriofagi că, bacteriocinică) este deseori necesară pentru practică: surse (unică/multiplă), căi de transmitere, areal etc 369 20 2 1 Prelevarea, conservarea și transportul probelor In tabelul 20-4 sunt sistematizate prevederi generale și unele mențiuni particulare pentru prelevarea, transportul prelevatelor dintr-un focar de TIA Precauțiile și prevederile de biosiguranță pe durata manipulărilor sunt valabile indiferent de locul investigării (ambulatoriu, spital) Tabelul 20-4 Dotările șl facilitățile pentru prelevarea, transportul și conservarea probelor dintr-un focar de toxiinfecție alimentară Containere sterile • Pentru probele de alimente: pungi de unică utilizare din polietilenă, borcane și flacoane de 0,5 - 1 litru cu capac înșurubat; • Pentru probe de la consumatori/bolnavi, prestatori, personal implicat în manipularea alimentelor: recoltoare și flacoane de 19-30 ml cu închidere etanșă (capac înșurubat) • Pentru probele alimentare și de mediu: flacoane și borcane cu gură largă și volume adaptate la 0,25-2 litri, prevăzute cu capac etanș (înșurubat) 'Instrumente și dispozitive de prelevare sterile • Pentru probe de alimente: echipamente pentru deschis ambalaje metalice, cuțite de bucătărie, bisturie, foarfeci, clești, foreză, daltă, ciocan, pense, spatule, linguri, lingurițe, sonde tubulare (1,25-2,50 cm diametru/30-60 cm lungime); pipete, tampoane cu tijă lungă, protejate în ambalaje speciale pentru menținerea sterilității: • Pentru prelevate de la consumatori (bolnavi, purtători) și personal, implicat în prepararea și manipularea alimentelor: tampoane (cu sau fără mediu de conservare și transport, apăsătoare de limbă, sonde Nelaton, coprorecoltoare și tăvițe din plastic sau din carton cerat (pentru prelevări de fecale), seringi • Pentru prelevări necroptice: seturi adecvate de instrumente sterile ■ Pentru probele de mediu: tampoane cu diferite mărimi, bucăți de tifon protejate pentru menținerea sterilității, tampoane Moore, șabloane din tablă cu suprafață deschisă de 100 cnr, dispozitive pentru aspirarea probelor de aer, membrane filtrante și dispozitive de filtrare Diluanți și medii de îmbogățire • Diluant general: soluție salină izotonă cu 0,1% peptonă sau triptonă și eventual indicator de pH neutru • Medii de îmbogățire diferențiate în raport cu patogenii urmăriți Instrumentar pentru determinarea condițiilor fizico-chimice ale alimentelor și incintelor de preparare-conservare • Termometre de diferite tipuri și lungimi între 12,5 și 22,5 cm care acoperă gama temperaturilor de la -19CC la 100°C, termocupluri cu potențiometru de înregistrare; termometre reflectorizante pentru a stabili condițiile termice din momentul prelevării alimentului la suprafață și în profunzime, incintei i • Higrometru • pH-metru Materiale pentru marcare, înregistrare, ambalare, sigilare, transport • Creion marker sau pix cu bilă, etichete autocolante, leucoplast sau bandă adezivă transparentă, borderouri pentru prelevate / buletine cerere de analiză, hârtie carbon, sfoară de împachetat, stative, cutii izoterme, material amortizant, materiale pentru sigilarea ambalajelor 370 Tabelul 20-4 (continuare) Agenți și dispozitive pentru decontaminarea suprafețelor* • Alcool de 70°C și 96°C; lămpi cu spirt, arzător cu benzină sau torțe cu propan; dezinfectante pe bază de clor, de iod sau alți agenți cu nivel de eficiență antimicrobiană asemănător Echipament pentru protecție microbiologică • Halat, capelină, ghete și mănuși din plastic cu unică folosință Facilități pentru conservare • Gheață hidrică și gheață carbonică în formă granulară, lăzi izoterme, frigidere, congelatoare • Decontaminările la fața locului includ, după caz: • Sterilizare la vapori fluenți, dacă există dotări • Flambări ale suprafețelor: cu lampă de spirt, tampon îmbibat cu spirt, arzător cu benzină, torță cu propan; spălare, clatire, uscare și, de 3 ori la rând, imersare în alcool cu flambare până la arderea alcoolului de pe suprafață Dacă procedura este neglijentă pot supraviețui spori • Spălare, clatire și imersare în apă la fierbere Sporii persistă dacă nu au fost îndepărtați prin spălare îngrijită • Spălare și imersare pentru un minut în soluție dezinfectantă cu 50 ppm clor activ sau 12,5 ppm iod la temperatura de 25°C Clatire cu apă sterilă Sporii pot persista când procedura este neglijentă 20 2 1 2 Prelevarea probelor de alimente Selectarea alimentelor pentru examinare este făcută în principal prin calculul indicilor de atac epidemiologie al fiecărui aliment consumat în comun în ultimele 72 ore și analiza lor corelativă Acestea sunt parte integrantă a anchetei epidemiologice și depășesc obiectivele acestui capitol O atenție deosebită trebuie acordată: • Alimentelor a căror preparare implică manipulări complexe (integrarea a numeroase ingrediente și semipreparate din mai multe surse sau pregătite în etape diferite ca moment, loc și persoane implicate); • Alimentelor care prin conținutul în nutrienți, hidratare, pH sunt favorabile înmulțirii unor bacterii: came, pește, lapte, ouă și produsele derivate, inclusiv conservate, mai ales în casă (tabelul 20-5) Tabelul 20-5 Orientarea testelor de laborator prin relația dintre natura alimentului și microorganismele mai frecvent incriminate Alimentul Testări utile pentru Afumături (came, pește, păsări) Salmonella (serovaruri non-tifoidice), Staphylococcus aureus și entero-toxinele sale, toxina botulinică Alimente în ambalaj vidat Toxina botulinică Listeria monocytogenes Brânză S aureus și enterotoxinele sale, Salmonella (serovaruri non-titbidice) Escherichia coli (patotipuri diareigene), Streptococcus zooepidemicus, Listeria monocytogenes Came de pasăre și deri- vate Salmonella (serovaruri non-tifoidice), C perfringens și enterotoxina sa S aureus și enterotoxinele sale, C jejuni, E coli 0157:H7 Cartofi Bacillus cereus și toxinele sale, Toxina botulinică 371 Tabelul 20-5 (continuare) Alimentul Testări utile pentru Cereale și alimente cu amidon din porumb B cereus și toxinele sale, micotoxine Ciorbe, supe, tocănițe B cereus, C perfringens și enterotoxinele lor Conserve de casă Toxina botulinică Crustacee Vibrio parahaemolyîicus, V cholerae 01 Hamburger E coli 0157:H7, Salmonella (serovaruri non-tifoidice) înghețată Salmonella (serovaruri non-tifoidice) S aureus, B cereus și enterotoxinele lor Lapte crud și derivate Salmonella (serovaruri non-tifoidice), S aureus, B cereus și enterotoxinele lor Lapte praf Salmonella (serovaruri non-tifoidice), S aureus, B cereus și enterotoxinele lor Leguminoase, boabe de C perfringens, B cereus și enterotoxinele lor Maioneză E coli 0157:H7 Mazăre C perfringens, B cereus și enterotoxinele lor Moluște V parahaemolyticus, V cholerae 01 și non-01, V vulnificus, Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides Preparate din orez B cereus și toxinele sale Ouă și produse din ouă, inclusiv praf de ouă Salmonella (serovaruri non-tifoidice, în particular Enteritidis) Patiserie, produse de - cu creme din lapte și ouă S aureus și enterotoxinele sale, Salmonella (serovaruri non-tifoidice), B cereus și toxinele sale Pește și derivate V parahaemolyticus, V cholerae 01 și non-01, A hydrophila, P shigelloides, Proteus spp , Morganella spp Salate cu compoziție proteică (e g , legume, cartofi, ouă, came sau pește) S aureus și enterotoxinele sale, Salmonella (serovaruri non-tifoidice), Shigella spp , E coli fenotipuri diareigene, Listeria monocytogenes Semințe oleaginoase (e g arahide, nuci, porumb) Micotoxine Investigația epidemiologică impune analiza microbiologică nu numai a produselor culinare incriminate, ci și a semipreparatelor și ingredientelor folosite la preparare (carne, came tocată, lapte etc ) Aceasta poate extinde sfera investigației de la bucătăria familială sau a unității de alimentație publică la unitățile comerțului alimentar cu amănuntul, en gros sau până la fermele furnizoare De reținut: o anumită metodă de conservare nu scoate din cauză în mod necesar un aliment Astfel, alimentele congelate păstrează condiția microbiologică anterioară congelării (care a putut fi necorespunzătoare) Căldura nu penetrează frecvent în măsură suficientă centrul bucăților mari de came, al straturilor groase de came tocată, mai ales în cuptoarele casnice Dacă la suprafața unei bucăți de came, a unei mlade de carne, chiftele, câmați sau chiar ou, temperatura este de 100°C, în interior ea poate rămâne în jur de 60°C, insuficientă pentru a omorî S aureus ori enterobacteriile, cu atât mai puțin bacili toxigeni sporulați 372 Cantități de cca 190 g din alimentele solide, respectiv de 190 ml din cele fluide permit efectuarea în bune condiții a tuturor examenelor bacteriologice și toxicologice necesare Uneori trebuie să ne mulțumim însă numai cu resturile rămase după masă în cazul alimentelor conservate trebuie înregistrate cifrele de cod de pe ambalaj, care ne conduc la lotul de producție, din care fabricantul este obligat să păstreze mostre de control Pentru conservele casnice se prelevă ambalaje nedesfacute din același lot 1) Preparatele solide (came friptă, afumată, salam etc ) Se taie aseptic porțiuni separate de la suprafață și din diferite profunzimi până la centrul bucății La jamboane și alte cărnuri afumate prelevă aseptic și porțiuni din vecinătatea osului (unde C botulimm găsește condiții favorabile de multiplicare) și din zonele cu început de proteoliză marcat prin modificări de culoare (înverzire etc ) 2) Preparatele semisolide sau fluide: Se prelevă cantitatea necesară cu lingura, cu pipeta sau cu un tub steril, după caz Fluidele care nu sunt vâscoase pot fi trecute, în cantități de 1-2 litri, prin filtre bacteriologice reținând pentru examinare membrana filtrantă 3) Resturile alimentelor consumate: Proba se prelevă cu lingura sau spatula sterilă, cât mai complet posibil 4) Carnea și păsările proaspete: • în vederea prelevării carcasa se șterge insistent cu un tampon de mărime corespunzătoare, umezit cu soluție salină izotonă 0,1% peptonată, pe o suprafață cât mai mare Tamponul se descarcă în mediul de transport recomandat pentru patogenii urmăriți • Pentru carcasele mari procedează ca mai sus operând cu mănuși de cauciuc sterile și cu o bucată de tifon sterilă, care în final este introdusă în flaconul cu mediul de transport • Probe din diferite regiuni: de la suprafață și din profunzime se prelevă și manipulează aseptic în containere ori pungi sterile adecvate Prelevatele se refrigerează imediat la 1°C -4°C, fără congelare, toate probele de la (l)la(4) 5) Alimentele congelate Ambalajele mici se preiau ca atare, ambalajele mari se forează de la extremitățile unei diagonale pentru a realiza cantitatea necesară atât din suprafață, cât și de la diferite nivele din profunzime Alternativ se poate proceda la așchierea bucăților fo1osind dalta și ciocanul sterile Prelev irea separată de probe de la suprafață și din profunzime ne furnizează indicații utile asupra condiției microbiologice a alimentului anterior congelării (congelarea începe de la suprafață spre profunzime) Probele congelate se mențin în container cu gheață carbonică, până în momentul examinării 6) Cereale, orez, legume deshidratate, praf de lapte, ouă etc Se perforează ambalajul cu sonda tubulară și din profunzime prelevă cantitatea necesară Alternativ se pot preleva probe cu lingura, de la suprafață spre profunzimea încărcăturii ambalajului Prelevatele închise ennetic se expediază în condiții de biosecuritate conform nomelor, marcate corespunzător pentru identitate, sigilate și inventariate Refrigerarea trebuie să fie diferențiată, imediată și eficientă Conservarea prin congelare este indicată numai pentru probele de alimente congelate Conservă restul 373 probelor (exceptând alimentele deshidratate) prin refrigerare la 1-4°C Pentru refrigerare rapidă și eficientă, recipientul cu proba trebuie răcit la curent de apă, apoi introdus în baie de gheață alimentară (pungi cu bucățele de gheață) și imediat în cutia izotermă pentru expediere și examinare în cel mai scurt timp 20 2 1 3 Prelevarea probelor de la bolnavi și personalul implicat în manipularea alimentelor De la bolnavi Se prelevă, în raport cu sindromul: probe de vomă, de scaun diareic (pacienții cu botulism adesea sunt constipați; obține prin clisme probe de conținut intestinal), tampon rectal, probe din colonul sigmoid prelevate cu sonda Nelaton, sânge, ser sanguin, tampoane faringiene Probele de vomă trebuie imediat neutralizate cu soluție 10% NaHCO, în prezența unei picături din soluția de albastru de brom-timol ca indicator De la cadavru Se prelevă: sânge din cord, ansă cu conținut intestinal izolată între duble legături, fragmente de ficat și rinichi De la personalul implicat în manipularea alimentelor: Se prelevă, în funcție de patogenii suspectați, probe de materii fecale, tampoane rectale, tampoane nazale, faringiene, de la nivelul leziunilor cutanate sau de pe suprafața mâinilor Amănunte privind prelevarea și transportul acestor probe se găsesc în Capitolele 10, 11, 18 20 2 1 4 Prelevarea probelor din mediul de preparare și conservare a alimentelor Completează investigațiile pentru planificarea de către epidemiolog a măsurilor de combatere și profilaxie 1) Probe de apă: Se prelevă, după caz, apa de conductă, apa din rezervoare Se flambează robinetul, apoi se deschide complet și lasă să curgă apa 10 secunde din rezervor sau 5 minute din conductă Se scoate dopul și menține flaconul sub jet pentru a-1 umple până la cca 2,5 cm sub dop Sunt necesare probe de 1-5 litri Transportă probele în lada izotermă pentru examinare în intervalul maxim de 2 ore Examinarea se poate temporiza maximum 6 ore dacă proba este refrigerată ab initio la 4°C Alternativ se pot folosi tampoane Moore menținute 48 ore în cursul de apă menajeră transportată în condiții de biosiguranță și apoi transferate în recipient cu mediu de îmbogățire л 2) Gheața alimentară Se prelevă calupuri de 2 kg în laborator se spală calupul cu apă sterilă, și folosind instrumente sterile, taie din profunzime câteva bucăți cu masa totală de 0,5 kg Menține-le la temperatura camerei în vas steril până la topire în vederea examinării 3) Probe de aer, până la 250 litri, trebuie prelevate printr-o metodă de aspirație Indiferent de metoda folosită (membranele filtrante, fluidul de captare) trebuie sa ajungă la laborator refrigerate și în cel mai scurt timp 4) Probele de pe suprafețe Este indicată prelevarea cu tampoane sau bureți Metodele de amprentare sau incluzionare în mediu agarizat sunt contraindicate pentru investigații în focarul de toxiinfecție alimentară Folosind mănuși sterile și burete îmbibat cu apă peptonată 0,1 % se șterge o suprafață cât mai largă Buretele se introduce în flacon cu mediu de îmbogățire Alternativ se poate folosi pentru ștergere și tampon umezit cu apă peptonată 0,1% 374 Dacă se efectuează determinări cantitative, suprafața investigată se delimitează printr-un șablon metalic cu aria de 100 cm2 sterilizat prin flambare In final buretele sau tamponul se introduc în volum măsurat de diluant Notă: Pentru prelevarea probelor de apă clorinată se folosesc flacoane care conțin, ca declorator, 10 mg tiosulfat de sodiu pentru fiecare 500 ml de apă Dacă suprafețele investigate au fost deja dezinfectate, se stropește cu soluție N/10 de tiosulfat de sodiu pentru neutralizarea derivatelor de clon Refrigerează si expediază probele pentru examinare în cel mai scurt timp 20 2 1 5 Date informative; buletinul cerere de analiză Probele se expediază la laborator însoțite de un borderou centralizator, pe tipuri de prelevate, sau buletine individuale (vezi mai jos), toate în dublu exemplar Pentru alimente se menționează în mod expres: 1) Datele necesare identificării probei: • numărul de pe eticheta recipientului, • numele alimentului, • locul, data cu ora prelevării, • categoria (rest după consumul la masă, semipreparat, materie primă alimentară folosite la prepararea alimentului incriminat epidemiologie etc ) 2) Date necesare aprecierii corecte a condiției microbiologice sau toxicologice a alimentului: • modul de păstrare surprins în momentul prelevării, • temperatura alimentului, temperatura incintei de păstrare, • modul de sterilizare a ustensilelor de prelevare și a recipientelor de colectare a probelor, • modul de conservare pe durata transportului, • ora consumării alimentului de către cei îmbolnăviți, • ora sosirii în laborator (se va confrunta cu ora prelevării), • aspectul și starea ambalajului, temperatura, pH-ul probei la recepția în laborator Valoarea izolării cantitative a bacteriilor din aliment, examen relativ simplu, accesibil pentru diagnosticul unor toxiinfecții alimentare, depinde în întregime de păstrarea nealterată a condiției microbiologice a alimentului din momentul consumului 3) Date necesare alegerii celor mai adecvate tehnici de examinare: sumar de date privind sindromul clinic (incubația medie, febra, voma, diaree, semne neurologice etc ) 4) Date necesare stabilirii responsabilității privind prelevarea și pentru comunicări sau schimb de informații: • unitatea sanitară și medicul care solicită examinarea; numărul de telefon/fax/e-mail la care răspunde, • numele și prenumele curierului; semnătura Sugerăm, în figura 20-1, un model pentru „Buletinul de analiză microbiologică14 a alimentelor din focar de toxiinfecție alimentară 375 UNITATEA SANITARĂ: Adresa: Tel /Fax: Analiza solicitată de: Calitatea: Tel /Fax: , L S Proba: Identificată prin nr Locul prelevării: Unitatea: Adresa: Tel /Fax: Recepția probei: Data Ora Temperatura pH: Starea recipientului Primit de L S Examene solicitate: Prezent (+) Absent (-) Concentrația (UFC / g /ml) Serotip / Lizotip / Fenotip diareigen S aureus Enterotoxina Salmonella C botulinum Toxina B cereus Factor emetizant Enterotoxine Shigella E coli Enterotoxina LT Enterotoxina ST Verotoxina VTi/VTx Alte microroganisme (se precizează) Nr total UFC (aerobe) Examenul efectuat de L S CONCLUZII* Data Șeful laboratorului L S Fig 20-1 Model pentru un buletin de analiză microbiologică a alimentelor într-un focar de toxiinfecție alimentară (adaptat după BRYAN, 1980) 376 20 2 2 Examinarea probelor Ideal, examinarea probelor trebuie să înceapă imediat după recepționare Practic, poate fi temporizată cel mult 24 ore dacă sunt conservate în condițiile impuse de natura fiecăreia (e g , refrigerate la 4°C, congelate, în mediul de transport, deshidratate etc ) După reținerea aseptică din recipiente a cantităților necesare examinării, probele se conservă în continuare în raport cu natura lor Examinarea se orientează spre teste microbiologice sau / și toxicologice conform solicitării clinicianului sau/și epidemiologului bazată pe sindromul clinic, perioada de incubație (v tabelul 20—1) și alimentul incriminat (v tabelul 20-4) 20 2 2 1 Microscopia orientează în continuare algoritmul investigațiilor în raport cu rezultatele privind alimentul sau fecalele pacienților cu sindroame diareice A Frotiul colorat Gram din probele de aliment direcționează însămânțările probei pentru bacterii dintr-o anumită categorie microscopică (tabelul 20-6) și estimează concentrația bacteriilor din aliment (reamintim că prezența a 1-2 bacterii per câmp microscopic la examinare cu mărire de 1000 x semnifică cel puțin 105 UFC/ml) Excepție de la această primă etapă a examinării alimentelor face microbiota specifică implicată eventual în preparare (e g , levurile în prepararea berii, bacilii lactici în prepararea iaurtului etc ) Tabelul 20-6 Orientarea examenului microbiologic al alimentelor prin categoria microscopică a bacteriilor depistate pe frotiul direct colorat Gram Colorația Gram Forma Așezarea Spori Cultivare pentru Pozitivă Coci sferici Grămezi Absenți S aureus Pozitivă Coci sferici Perechi / lanțuri scurte Absenți S pyogenes S zoepidemicus Pozitivă Coci sferici sau ovali Lanțuri lungi Absenți Enterococcus Pozitivă Bacili cu capete retezate Izolați, în perechi, frecvent în lanțuri Ovali, centrali, sub-terminali B cereus Pozitivă Bacili groși, capete rotunjite, lungimi inegale Izolați, în perechi sau lanțuri scurte Rar prezenți ovali, subterminali C perfringens Pozitivă Bacili lungi, groși Izolați, în perechi sau lanțuri scurte Ovali, subterminali, centrali, deformează bacilul C botulinum Negativă Bacili Izolați sau în perechi Absenți Salmonella, Escherichia, Shigella s a Negativă Cocobacili Izolați, în perechi, lanțuri scurte Absenți Yersinia enterocolitica Negativă Vibrioni, eventual polimorfi Izolați sau în lanțuri spiralate Absenți Vibrio cholerae (01 non-01) V parahaemolricus ș a Negativă Vibrioni, spirili polimorfi Izolați sau în lanțuri spiralate Absenți Campylobacter 377 Frotiul se efectuează din probele lichide omogenizate prin agitare, iar din cele solide după omogenizare prin mojarare cu diluant în proporție de 1:5 (w/v) După fixarea prin căldură, frotiurile pregătite din alimente grase trebuie degresate; frotiul se acoperă cu xilol timp de 30 secunde, de două ori consecutiv; se usucă pentru colorare Bacteriile din cel puțin 10 câmpuri microscopice se numără și se calculează media per câmp a bacteriilor din aceeași categorie B Microscopia scaunului diareic Revezi 18 3 2 2 20 2 2 2 Cultivarea probelor Selectează mediile de cultură și metodele de izolare în raport cu etiologiile probabile A Cultivarea probelor de la bolnavi, de la consumatori și de la personalul implicat în manipularea alimentelor Se revăd indicațiile precizate pentru probele de scaun în Capitolul 18, pentru exsudatul faringian si nazal în Capitolul 11, iar pentru exsudatele purulente în Capitolul 10 B Cultivarea probelor de alimente (izolarea cu eventuala cuantificare a diferitelor microorganisme din alimentele incriminate epidemiologie) și cultivarea probelor de mediu depășesc obiectivele acestei cărți Sunt probleme de microbiologic sanitară pe care cei interesați le pot găsi cel mai competent tratate în bibliografia indicată 20 2 2 3 Depistarea toxinelor microbiene Testele pentru depistarea toxinelor sunt indispensabile când: • urgența terapeutică este în dezacord cu intervalul necesar izolării și identificării agentului toxigen (e g , botulism) • izolarea cantitativă devine inoperantă din cauza condițiilor de conservare a limentului în intervalul consum-prelevare (e g , toxicozele determinate de 5 aureus, B cereus); • precizează un anume fenotip patogen (e g , ETEC, EPEC, EHEC) 1) Bacillus cereus: Factorul emetizant poate fi depistat în extracte de aliment prin testare semicantitativă pe culturi de celule HEp-2 în care determină vacuolizări Enterotoxina este depistată în extracte de aliment sau de culturi printr-o reacție de latexaglutinare pasivă inversă (RPLA = reverse passive latex agglutination) în care particulele de latex, sensibilizate cu anticorpul antitoxină sunt aglutinate de toxină Alte reacții permit depistarea acestei toxine în extracte de alimente și de fecale 2) Clostridium botulinum Izolarea C botulinum sau depistarea toxinelor sale depășește posibilitățile laboratoarelor clinice și rămâne de competența laboratorului de referință Uzuală este depistarea și tiparea toxinei prin teste biologice, pe șoarece A fost propusă ELTSA ca test mai rapid și satisfăcător de sensibil De la pacienți se prelevă 19 ml sânge cu anticoagulant pentru a obține minimum 15 ml ser, 25-50 g fecale (la nevoie, în faza de constipație, prin clismă), voma sau spălătură gastrică și dacă e posibil alimentul suspect Prelevarea de la cadavru constă din fragment de ficat cu latura de cca 3 cm, conținut intestinal, sânge Se separă serul sanguin Voma sau spălătură gastrică se neutralizează cu soluție 10% NaHCO3 se omogenizează prin mojarare cu soluție salină izotonă ca și proba de fecale, de aliment și, eventual, proba necropsică de ficat pentru a obține o suspensie densă Se centrifughează 1071000 r p m și se rețin supematantele clare 378 Expediază urgent, prin curier special, probele pentru depistarea toxinei la laboratorul de referință anunțat telefonic Cele mai mari șanse pentru depistarea toxinei botulinice le oferă probele de aliment și ser sanguin 3) Clostridium perfringens Enterotoxina serovarului A de C perfringens poate fi depistată prin latex-aglutinare pasivă inversă în extractul de fecale sau în filtrate de cultură 4) Escherichia coli, Enterotoxina termolabila (LT) este acum depistată prin teste imunoenzimatice în aliment și filtratul de cultură al tulpinilor suspecte și prin latex-aglutinare pasivă inversă, în filtratul de cultivat, metode care au înlocuit biotestările pe ansa ileală de iepure ligaturată, inocularea intradermica la iepure sau în culturi de celule CHO (celulele ovariene ale hamsterului de China) ori Y1 (celule adrenale de șoarece), foarte sensibile, dar mai laborioase și costisitoare, și testul Biken de dublă difuzie în cultura pe mediu gelifîcat, mai puțin sensibil Enterotoxina termostabilă (ST) este depistată prin testarea imunoenzimatică a filtratului sau supematantelor de cultură, care a înlocuit testul biologic prin inoculare intragastrică la șoricei nou-născuți Verotoxinele VT1 și VT2 pot fi ușor depistate în filtratul de cultură a tulpinilor suspecte prin latex-aglutinare pasivă inversă, mai accesibilă decât biotestarea în culturi de celule Vero sau endoteliale Depistarea verotoxinei are mai multă relevanță clinică decât simpla izolare a tulpinilor de E coli 0157: H7 pentru că tulpini ale acestui serovar pot fi și netoxigene sau sunt implicate tulpini producătoare de verotoxine ale altor serovaruri (vezi și tabelul 20-5) 5) Staphylococcus aureus Enterotoxinele stafilococice pot fi și ele depistate, în extractul alimentului suspect sau în filtratul culturilor, mai avantajos prin latex-aglutinare pasivă inversă decât prin alte teste imunologice (precipitare în gel - puțin sensibilă; radioimunotestare - puțin accesibilă; hemaglutinare ș a ) sau testul biologic pe pisici tinere (puțin accesibil) Există truse comerciale pentru detectarea prin latexaglutinare pasivă inversă ori teste imunoenzimatice a enterotoxinelor produse de B cereus, C perfringens, E coli (LT), V cholerae, S aureus, a verotoxinelor VT1 și VT2 produse de E coli 6) Micotoxinele Depistările micotoxinelor prin teste chimice (cromatografie în strat subțire, cromatografie în fază gaz-lichid, cromatografie în lichid cu înaltă presiune) sau biologice (inoculare la șoareci, în embrionul de găină, la pui de găină, în culturi de celule) sunt de competența laboratoarelor strict specializate 20 2 2 4 Criterii de relevanță clinică și epidemiologică a testelor pentru diagnosticul toxiinfecțiilor alimentare în tabelul 20-7 pot fi urmărite, în funcție de sindromul clinic și etiologiile posibile, prelevatele patologice indicate pentru investigația clinică și epidemiologică a toxiinfecțiilor alimentare, testele de laborator utile și criteriile de interpretare a rezultatelor obținute 379 Tabelul 20-7 Criterii de relevanță clinică și epidemioiogică a testelor de laborator pentru investigarea toxiinfecțiilor alimentare Sindroame și etiologii posibile Prelevate examinate3 Criterii de relevanță Aliment Consumatori bolnavi, purtători Martori Manipulanți de alimente Digestiv superior, incubația 16 ore Bacillus cereus Cq,T Voma: C Fecale: C • > IO5 UFC B cereus / g aliment • Factorul emetizant prezent în aliment • Markeri epidemiologie! (serovar H, biovar, fagovar) comuni tulpinilor din aliment și fecalele bolnavilor sau prezenți la tulpinile fecale ale bolnavilor, dar absenți la cele de la eventualii martori Staphyl ococcus aureus Cq, T Voma: C Fecale: C Tampoane nazal: C leziuni: C mâini: C fecale: C • Enterotoxina prezentă în aliment sau filtratul culturilor • > IO5 UFC S aureus/g aliment • Markeri epidemiologici (lizovar) comuni tulpinilor din aliment, de la bolnavi și eventual, manipulanți de alimente, și absenți la cele din fecalele eventualilor consumatori Digestiv inferior: cu crampe Crampe abdominale, diaree, incubație 12-24 ore Bacillus cereus Cq, T Fecale: C • > IO5 UFC B cereus / g aliment • Enterotoxina prezentă în aliment • Markeri epidemiologici comuni (vezi mai sus la implicarea B cereus în sindromul digestiv superior) B liqueniformis B sphaericus B subtilis Cq Fecale: C • > IO5 UFC ale aceleiași specii de Bacillus! g aliment • Aceeași specie de Bacillus prezentă în aliment și fecalele bolnavilor, dar absentă din fecalele eventualilor martori Clostridium perfringens A Cq Fecale: Cq, T • > IO3 UFC C perfringens / g aliment • > IO5 spori de C perfringens /g fecale la bolnavi în următoarele 24 ore de la debutul bolii • Enterotoxina prezentă în fecale sau în filtratul culturilor • Serovarul A de C perfringens izolat din aliment, din fecalele bolnavilor, dar nu și din cele ale eventualilor martori 380 Tabelul 20-7 (continuare) Sindroame și etiologii posibile Prelevate examinate3 Criterii de relevanță Aliment Consumatori bolnavi, purtători Martori Manipulanți de alimente Digestiv inferior cu crampe abdominale, diaree, febră și incubație de 16-48 ore Aeromonas spp C Fecale: C • Aceeași specie izolată din aliment și fecalele bolnavilor, dar absentă la martori Campylobacter spp diareigene Fecale: C Sânge: S • Aceeași specie izolată din aliment și fecalele bolnavilor, dar absentă la eventualii martori • Creștere de > 4X a titrului anticorpilor anti C jejuni după 2-4 săptămâni de la debutul bolii Escherichia coli EEC C Fecale: C Fecale/ Tampon rectal: C • Marker epidemiologie: serovar identic izolat din aliment și fecalele bolnavilor, dar absent la eventualii martori • Markeri de patogenitate: Testul Sereny (keratoconjunctivită la cobai); penetrare și înmulțire în celulele HeLa sau HEp-2 în cultură • Prezența genelor care codifică proteinele de invazivitate Salmonella sero-vauri nontifoidice c Fecale: C Sânge: C Fecale: C • Serovar identic izolat din aliment și fecalele bolnavilor, eventual din hemoculturi (sugari, imunodeficienți); absent la eventualii martori: prezent eventual la manipulanții de alimente Shigella c Fecale: C Fecale: C • Serovar identic izolat din aliment și fecalele bolnavilor, eventual de ia manipulanții de alimente Vibrio cholerae non-01 c Fecale: C Sânge: S Fecale: C • Serovar identic izolat din aliment și fecalele bolnavilor eventual de la manipulanții de alimente • Creșterea de 4X a titrului anticorpilor după 2-4 săptămâni de la debutul bolii V parahaemolyti-cus c Fecale: C Fecale: C • > IO5 UFC V parahaemolyticus / g aliment • Serovar identic Kanagawa-pozitiv izolat din aliment și fecalele bolnavilor, absent la eventualii martori, dar prezent la manipulanții de alimente 381 Tabelul 20- 7 (continuare) Sindroame și etiologii posibile Prelevate examinate3 Criterii de relevanță Aliment Consumatori bolnavi, purtători Martori Manipulanți de alimente Digestiv inferior cu crampe abdominale, febră și incubație de 16-48 ore Yersinioze (Y en-terocolitica, Y pseudontberculos îs ș a ) C Fecale: C Sânge: C, S Fecale: C • Specie identică de Yersinia izolată din aliment, fecale, ocazional hemoculturi de la bolnavi, eventual prezentă la manipulanții de alimente • Creștere de > 4X a titrului anticorpilor anti Yersinia după 2-4 săptămâni de Ia debutul bolii Digestiv inferior cu crampe abdominale, diaree apoasă și incubație de 16-72 ore Aeromonas spp C Fecale: C • Semnificația izolatelor din aliment și fecale: vezi mai sus • Enterotoxina termolabilă depistată în cultura tulpinii suspecte: test biologic pe ansa ileală ligaturată de iepure, imunoteste (vezi mai jos la ETEC) Escherichia coli: ETEC, EPEC, EAEC, EAgEC c Fecale: C Fecale: C ♦ Markeri epidemioiogici: serovar identic al fenotipului diareigen izolat din aliment și fecalele bolnavilor, absent la eventualii martori, dar posibil prezent la manipulanții de alimente • Markeri de patogenitate, funcție de fenotip: ETEC pentru LT: imunoteste (RPLA, ELISA, testul Biken ș a ); teste biologice (pe ansa ileală ligaturată de iepure, inoculare intradermică la iepure, ECP în culturi de celule CHO sau Yl) ori detecție moleculară (gena It): pentru ST: imunotest (EIA), test biologic (inoculare intragastrică la șoricel sugar); EPEC/EAEC pentru verotoxinele VT1/VT2: imunoteste (RPLA; ELISA), bioteste (ECP in culturi de celule Vero) detecția moleculară a genelor de aderență EAgEC bioteste (agregare în grămezi în cultura lichidă, aderența la celulele НЕ p-2); detecția moleculară a genelor de agregare-aderență Salmonella serovaruri nonti-foidice c Fecale: C Sânge: C Fecale: C Vezi mai sus Shigella (rar) c Fecale: C Fecale: C Vezi mai sus 382 Tabelul 20-7 (continuare) Sindroame și etiologii posibile Prelevate examinate3 Criterii de relevanță Aliment Consumatori bolnavi, purtători Martori Manipulanți de alimente Alte Enterobacteria- ceae C Fecale: C • Specie cu markeri epidemioiogici comuni izolată din aliment și fecale de la bolnavi, dar absentă la eventualii martori • Enterotoxina termolabilă produsă în cultură de tulpina suspectă: depistare pe ansa ileală ligaturată de iepure sau imunoteste Plesiomonas shigelloides C Fecale: C • Aceeași specie izolată din aliment și fecalele bolnavilor, dar absentă la eventualii martori • LT/ST produsă în cultura tulpinii suspecte: depistare prin bioteste sau imunoteste Diaree sanguinolentă fără febra după incubație de 72119 ore Escherichia coli EHEC c Fecale: C • Markeri epidemiologici: E coli 0157 : H7 izolată din aliment și fecalele bolnavilor, absentă la eventualii martori • Markeri de patogenitate: prezența verotoxinelor demonstrată prin imunoteste (RPLA, ELISA), bioteste (efect enterohemoragic la iepuraș sugar, ECP în culturi de celule Vero sau endoteliale): detecția moleculară a genelor de adeziune Sindrom neurologic cu incubație de 18-36 ore: Clostridium botulinum prin toxinele sale C,T Voma: С, T Fecale: C, T • Consum de alimente conservate în casă (prezumție) • Depistarea toxinei în aliment, conținut intestinal, ser sanguin Faringită / Angină incubație 12-72 ore Streptococi piogeni C Tampon faringian eventual sânge: C Tampon nazal, faringian, din leziuni cutanate: C • S pyogenes (același serovar МЛГ) sau S zooepidemicus izolat din aliment si de Ia bolnavi, eventual manipulanții de alimente*1 a C = Cultivarea; Cq = izolare cantitativă; T = teste pentru depistarea toxinei; S = examen erologic (testarea anticorpilor serici= b Izolarea 5" zooepidemicus impune investigații epidemiologice și microbiologice în fermele furnizoare de lapte 383 PARTEA а П-а BIBLIOGRAFIE SELECTIVĂ BARON, E J , S M FINEGOLD (1990): Genital and sexually transmiteri pathogens In Bailey and Scott’s diagnostic microbiology, 8'th edn C V Mosby Company, Saint Louis, pp 263-278 BARTHEL, J S , D E EVERETT (1990): Diagnosis of Campylobacterpylori infection: the „gold standard" and the alternative Rev Infect Dis , 12: S107 BAUER A W , KIRBY, SCHERRIS, J C et al (1966): Antibiotic susceptibility testing by a standardized single-disk method Am J Clin Pathol 45:493 995 В AZZOLI, F (1995): Present et avenir des tests respiratoires а Г uree pour detection de Helicobacter pylori Lettre de lг Infectiologue , 11 :S 13 BÎLBÎIE, V , POZSGI, N (1985): Bacteriologic medicală, Editura Medicală, București, voi II, BÎRZOI, D ; MEICA, S , NEGUȚ, M (1999): Toxiinfecțiile alimentare, Editura Diacon Coresi, București BORRIELLO, S P , P R MURRAY, G FUNKE (2005): Organ and system infections In Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 104h edn Bacteriology vol l, Hodder Amold, London, pp 509-768 BRIDSON, E Y (1995): The Oxford Manual, 7-th ed, Alphaprint, Alton, Hants BRITISH SOCIETY for the Study of Infection Research Committee (1995): Bacterial meningitis: causes for concern J Infect , pp 30- 89 BRUN, G , BRUN, J L, (1993): Salpingites aiguesnon-tuberculeuses: etiologic, diagnostic, evolution, prognostic, traitement Rev prat , 43: 2015 BUIUC, D (1990): Criterii de reevaluare a determinărilor de laborator în lichidul cefalo-rahidian Rev Med Chir Qaș\), 94:607 BUIUC , D , E DUCA, S HURMUZACHE et al (1984): Argumente pentru un algoritm mai economic al examenului citobacteriologic al urinei în condițiile ameliorării controlului de calitate Bacteriol Virusol ParazitoL Epidemici , 29:355 BURCOVEANU, C , D BUIUC, M BALAN et al (1986): Interpretarea bacteriologici sputei în stabilirea etiologici bacteriene a infecțiilor bronho-pulmonare Rev Med Chir (fsșiy 90:305 COLLINS, C H , PM LYNE, J M GRANCE (1995): Collins and Lyne’s Microbiological Methods 7 lbedn Butterworth’Heineman, London, U K COMAN, G , M BURLEA, E, BUTNARU (2000): Evaluarea testului ELISA cu truse Pyloragen IgG și IgA în diagnosticul infecției cu Helicobacterpylori la copii Rev Med Chir Soc Med NatAsșL 100: 138 COMAN, G , C PÂNZARU, C DAHOREA (1996): Tzo\t^Q3 Arcanobacterium haemolyticum din exsudatul faringian la copil Bacteriol Virusol ParazitoL Epidemiei , 41:141 CIUFECU, E S (2003): Virusologie medicală, Editura Medicală, București DEBOGNIE, J C (1996): Helicobacter heilmannii , alias Gastrospirilum hominis: un autre pathogene gastrique ? Lettre de Г Infectologue, 9:S30 DOROBAT, O , S ERSCOIU, M BURTEA (1996): Faringite produse de Arcanobacterium haemolyticum Bacteriol Virusol ParazitoLEpidemiol , 41:135 DUCA E , BUIUC D , HURMUZACHE S (1985): O experiență de 15 ani: antibiogramă pe cultură primară ■ prin metoda difuzimetrică, posibilitate și necesitate în investigarea infecției tractusului rinar Bacteriol Virusol ParazitoL Epidemiei 30:85 384 EDBERG, S (1981): Methods of quantitative microbiological analyses that support the diagnosis, treat-ment and prognosis of human infection CRC Criticai Rev Microbiol , 8:339 EDWARDS, P R , EWING, W H (1986): Identification of Enteriobacteriaceae 3-rd edn , Elsevier, New York ESCHERBACH, D A (1993): Bacterial vaginosis and anaerobes in obstetric gynecologic infection Clin Infect Dis , 16: S282 FERRERO, D V , H N MEYERS, D E SCHULTZ et al (1998): Performance of the gen-probe amplified Chlamydia trachomatis in endocervical and urine specimens from women and uretral and urine specimens from men attendings sexually transmitted disease and family planning clinics J Clin Microbiol , 36:3230 FLEJOU, J F (1995): Lymphome gastrique et infection a Helicobacter pylori Lettre de Finfectologite, 10: 164 FREEMAN, R , P R SISSON, B BURDESS (1996): Heterogeneity within apparently pure cultures of Escherichia coli freshly isolated from significant bacteriuria J Med Microbiol , 45: 349 FRENEY, J , F RENAUD, W HANSEN,C BOLLET (2000): Precis de Bacteriologic Clinique Ed ESKA Paris GATTA, L , C RICCI, A TAMPIERI et al (2003): Non-invazive tehniques for the diagnosis of Helicobacter pylori infection Clin Microbiol Infect , 9: 498 GRAY, L D , D P FEDORKO (1992): Laboratory diagnosis of bacterial meningitis Clin Microbiol Rev 5:130 HENRY, J B G A THREATTE (editors) (2001): Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods, 2O'thedn, W B Saunders Со , Philadelphia ISENEBERG, H D (1998): Essential Procedures for Clinical Microbiology, ASM Press, Washington D C KALIN; M A A LINDBERG, G TUNEVAL (1983): Etiologica! diagnosis of bacterial pneumonia by Gram stain and quantitative culture of expectoration (Leukocytes or alveolar macrophages as indica-tors of sample representativity) Scand J Infect Dis , 15:153 LEFEVRE, J C (1993): Vaginoses bacteriennes: donnees bacteriologiques recentes: de la physiopathologie au traitement Rev Fr Ginecol Obstet , 88:207 LIOLET, S (1994): Diagnostic biologique des conjunctivites In Encycl Med Chir (Paris-France) Ophtalmologie, Eds Techniques, 21-130-B-10, pp 1-17 MANDELL, G L , J E BENNETT, R DOLIN (eds) (2000): Principles and Practice of Infectious Diseases 5'thedn, Churchill-Livingstone, Philadelphia MEDICI, T C , S CHODOSH (1980): Microscopie de Гexpectoration II Bacteriologic des affections chroniques des voies respiratoires Folia Chemother 26, F Hoffmann-La Roche and Cie S A Bâle MEDICI, T C , S CHODOSH (1978): Microscopie de Г expectoration I La cytology des affections chroniques non specifiques des voies respiratoires Folia Chemother 21, F Hoffmann-La Roche and Cie S A Bâle MOBLEY, H L T , J W WARREN (1996): Urinary Tract Infections: Molecular Pathogenesis and Clinical Management, ASM Press, Washington D C MOLTER, J K , L OSTERGAARD, J T HANSEN (1994): Clinical evaluation of four non-related tech-niques for detection of Chlamydia trachomatis in endocervical specimens obtained from a low prevalence population Immunol Infect Dis , 4:191 MONTEIRO, L , D VAIRA, P MALFERHEINER et al (2000): Evaluation du test antigeniques de Helicobacterpylori dans Ies selles (HpSA) apres traitement d’eradication Lettre de Flnfectologue, 15:S32 MOSSEL, D A A , CORRY, J E L et al (1995) : Essential of the Microbilogy of Foods: a Textbook for advanced Studies, John Wiley and Sons, Chichester MUNOZ, N (1994): Infection ă Helicobacterpylori et cancer de l’estomac Lettre de Flnfectologue 9:54 385 MURRAY, P R , E J BARON, J H JORGENSEN et al (2003): Manual of Clinical Microbiology, 8'!il edn A S M Press, Washington D C MURRAY, P R , J A WASHINGTON (1975): Microscopic and bacteriologic analysis of sputum Mayo Clin Proc , 50:339 NEGUȚ,M , IONESCU, G , POPESCU, D (1995): Metodologii „convenționale44 și rapide de izolare și identificare la Salmonella Reuniunea anuală de Microbiologie „boala diareică acută: Posibilități și perspective ale diagnosticul! de laborator44, Călimănești PENNINGTON, J E (1994): Respiratory Infections: Diagnosis and Management, 3 rdedn, Raven Press New York POWERS, W J (1981): Cerebrospinal fluid to serum glucose ratios in diabetes mellitus and bacterial menin-gitis Am J Med , 71:217 ROSENSTEIN, I J , D J MORGAN, M SHEENAN et al (1996): Bacterial vaginosis in pregnancy: distri-bution of bacterial species in different gram-stain categories of the vaginal flora J Med Microbiol , 45:120 RUIZ,J ,SEMPERE, M A , VARELA, M C , GOMEZ, J (1992): Modification of the methodology of stool culture for Salmonella detection J Clin Microbiol , 30:525 SCHMIDT, K (1995): WHO Surveiilance Programe for Control of Foodbome Infections and Intoxications in Europe, Federal Institute for Health Protection, Berlin STOKES, E J , G L RIDGWAY, M W D WREN (1993): Clinical Microbiology, 7'Ihedn, Edward Arnold, London, U K STAMEY, E J (1980): Pathogenesis and Treatment of Urinary tract Infections, Williams and Wilkins, Baltimore, pp 1-342 SUSSMAN, M (1997): Mechanism of Virulence, Cambridge University Press, Cambridge, U K SWYGARD, H , A C SENA, M M HOBS et al (2004): Trichomoniasis: clinical manifestations, diagnosis and management Sex Transm Infect , 80:91 TOPLEY & WILSONS’S Microbiology andMicrobial Infections (2005): 10‘thedn, Hodder Arnold, London U K TUNKEL, A R , W M SCHELD (1993): Pathogenesis and Pathophysiology of bacterial meningitis Clin Microbiol Rev , 6:118 VANDEPITTE, J , K ENDGBAECK, P PIOTet al (1994): Bacteriologic clinique: techniques de base pour la laboratoire, O M S , Geneve WASHINGTON J A and International Collaborative Blood Culture Study Group (1992): An internațional multicenter study of blood culture practices Eur J Clin Microbiol Dis , 11:1115 WASHINGTON, W Jr , S ALLEN, W JANDA et al (2005): Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6'th edn, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia WOTHERSPOON А С , C DOGLIONIC, F C DISS et al (1993): Regresion of primary lowgrade B-cell gastric lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue type after eradication of Helicobacter pylori Lancet, 342:575 ***Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS (2006):Performance standards for antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informațional Supplement CLS1/NCCLS Document M100-S16 Clinical and Laboratoty Standards Institute, 940 West valley Road, Suite 1400 Wayne, Pa ***Manual for laboratory investigations of acute enteric infections WHO-CDD/83 3 1987 ***Selective microbiology for the clinical laboratory Published by Oxoid-Unipath Ltd Basingstoke Hamp-shire, England, 1990 386 Partea а Ш-а APORTUL LABORATORULUI CLINIC LA INIȚIEREA ȘI MONITORIZAREA TERAPIEI ANTIMICROBIENE REZULTATELE TESTĂRII DE RUTINĂ A REZISTENȚEI LA ANTIBIOTICE CA TEZAUR PUBLIC PENTRU SUPRAVEGHEREA ȘI CONTROLUL REZISTENTEI LA ANTIBIOTICE 21 ELEMENTE DE STANDARDIZARE A TEHNICILOR DE LABORATOR PENTRU ORIENTAREA Șl MONITORIZAREA TERAPIEI ANTIMICROBIENE (1RINA CODIȚĂ, DUMITRU BUIUC) 21 1 TERMINOLOGIE ȘI DEFINIȚII ARMONIZATE LA NIVEL EUROPEAN 21 2 TERAPIA ANTIMICROBIANÂ ÎNTRE NECESITATE ȘI POSIBILITATE 21 2 L Scop, opțiune, orientare, monitorizare 21 2 2 La acest bolnav terapia antimicrobiană este posibilă? 21 2 3 La ce antibiotice este sensibil microorganismul infectant? Țintirea etapizată a terapiei antimicrobiene 21 2 4 Este necesară terapeutic o asociație de antibiotice? 21 2 5 Este eficientă medicația antimicrobiană administrata? 21 3 ASPECTE GENERALE ALE STANDARDIZĂRII TESTELOR DE SENSIBILITATE STANDARDUL CLSI (INSTITUTUL PENTRU STANDARDE DE LABORATOR CLINIC, FOST COMITETUL NAȚIONAL PENTRU STANDARDE DE LABORATOR CLINIC NCCLS, U S A ) 21 3 1 Mediul de cultură 21 3 2 Inoculul 21 3 3 Incubația 21 4 SELECTAREA SUBSTANȚELOR TEST ȘI COMUNICAREA REZULTATELOR 21 5 CONTROLUL DE CALITATE 21 5 1 Tulpini de referință 21 5 2 Controlul variațiilor mediului de cultură 21 5 3 Substanțe test: soluții stoc și conservare; surse 21 1 TERMINOLOGIE SI DEFINIȚII ARMONIZATE LA NIVEL EUROPEAN Comitetul European pentru Testarea Sensibilității la Antibiotice (EUCAST) al Societății Europene de Boli Infecțioase și Microbiologic Clinică (ESCMID) a adoptat în anul 2000 Documentul definitiv EUCAST E Def 1 2 , „Terminologie în domeniul metodelor de determinare a sensibilității bacteriilor la agenți antimicrobieni” 387 Scopul documentului este să promoveze aplicarea uniformă a terminologiei privind metodele utilizate pentru testarea sensibilității bacteriene la antibiotice și să faciliteze comunicarea între laborator și clinician și între laboratoare, la nivel național și internațional Definirea termenilor nu semnifică nici o atitudine a EUCAST față de aprobarea vreunei metode asociate terminologiei Definițiile cuprinse între ghilimele, considerate utile pentru specialistul de laborator clinic au fost preluate întocmai din textul documentului Numerotarea secțiunilor redate în text respectă numerotarea din documentul original (1) ANTIBIOTIC Un antibiotic este o substanță de origine biologică, semisintetică sau sintetică (în ultimul caz strict un agent chemoterapeutic antibacterian), care prezintă activitate selectivă împotriva bacteriilor și care este potențial utilizabil în tratamentul infecțiilor în această categorie nu sunt incluse dezinfectantele, antisepticele și prezervanții (2) SUBSTANȚE TEST Acestea sunt reprezentanți ai unui grup de antibiotice care sunt în mod special potrivite pentru investigații in vitro, reprezintă în mod optim spectrul de activitate al grupului si permit utilizarea unui număr minim de substanțe pentru testare în mod ideal, in aproape toate cazurile, trebuie sa testăm antibioticul care va fi utilizat in terapie Aceasta este posibil numai dacă clinicienii pe care îi servește laboratorul au o politica comună privind utilizarea restrictivă, dar rezultatele obținute prin testarea altor antibiotice poate fi utilă în identificarea mecanismelor de rezistența (citire interpretativa) și identificarea tendințelor epidemiologice (3) CARACTERE DEPENDENTE DE AGENTUL PATOGEN (Figura 1) (3) a Susceptibil (S) (sau sensibil) Acest termen este utilizat în două sensuri, unul microbiologic și altul clinic Nu a fost posibil un consens asupra terminologiei în scopul rezolvării confuziei care rezulta de aici în fiecare caz, definiția este bazată pe analiza distribuției rezultatelor măsurătorilor unuia sau altuia dintre parametrii utilizați pentru definirea sensibilității, cum este concentrația minimă inhibitorie (CMI - vezi secțiunea 6) (3) a a Sensibilitate microbiologică Bacteriile sensibile sunt cele care aparțin celei mai sensibile subpopulații și cărora le lipsesc mecanismele de rezistența, uneori denumite populație bazală (sensibilă) (3) a b Sensibilitate clinică Bacteriile sensibile sunt acele bacterii, definite prin parametrii in vitro, pentru care s-a demonstrat ca răspund unui regim terapeutic standard atunci când sunt implicate intr-o infecție Unele autorități în domeniul rezistenței la antibiotice fac distincție între bacterii integral sensibile (sensibile din punct de vedere microbiologic) de cele la limita (,,border-line“) sau moderat sensibile, care, deși prezintă un mecanism de rezistență 388 de nivel jos, răspund de obicei la regimuri terapeutice standard Numeroși alți factori care influențează răspunsul la terapie fac adesea dificilă determinarea efectului clinic exclusiv al chemoterapiei în absența informației clinice fiabile, definiția este bazată pe un consens asupra interpretării proprietăților in vitro și farmacocinetice ale antibioticelor și, în mod particular, pe concentrația de antibiotic care se poate atinge la locul infecției (sau adesea, ca aproximație practică, în sânge) (3) b Rezistent Acest termen este utilizat în două sensuri, unul microbiologic (epidemiologie) și altul clinic (3) b a Rezistența microbiologică Microorganismele cu rezistența microbiologică sunt acele microorgansme care posedă orice mecanisme de rezistență demonstrate fenotipic sau genotipic Termenul utilizat poate fi “moderat sau înalt rezistent'4 sau „rezistența de nivel jos sau înalt” Rezistența de nivel înalt este asociată cu lipsa sinergiei între antibioticele beta-lactam și aminoglicozide pentru enterococi Rezistența disociată poate fi demonstrată fenotipic numai în prezența unui al doilea antibiotic, ca de exemplu în cazul rezistenței la macrolide demonstrate în prezența unei lincosamine (3)b b Rezistența clinică Rezistența clinică apare când este foarte puțin probabil ca infecția să răspundă chiar la doze maxime la un anumit antibiotic Numeroșii factori care afectează răspunsul la terapie fac dificilă determinarea efectului clinic exclusiv al terapiei, chiar atunci când patogenii sunt rezistenți in vitro (3) c Intermediar O bacterie este clasificată ca fiind intermediar sensibilă dacă aparține grupului de tulpini care se situează între tulpinile clinic sensibile și clinic rezistente Infecțiile cauzate de astfel de bacterii răspund variabil sau indeterminat la chemoterapie, dar pot fi eliminate dacă antibioticul este concentrat la locul infecției sau dacă se crește doza Clasificare clinică Sensibil Intermediar Rezistent Număr izolate Integral La limită (border-line) CMI Jos înalt Clasificare microbiologică Sensibil Rezistent Nivel jos Nivel interval Nivel înalt Fig 1-1 Distribuție ipotetică a CMI pentru tulpinile de bacterii izolate de la pacienți infectați, clasificate în categoria clinic Sensibile (integral sau la limită-border-line), Intermediare sau Rezistente și microbiologic sensibile sau prezentând rezistență de nivel jos, moderat, sau înalt 389 (3) d Rezistența încrucișată Este absența completă sau parțială a sensibilității la un grup de antibiotice In sensul strict, rezistența încrucișată se aplică antibioticelor din aceeași clasă chimică (e g beta-lactamine, aminoglicozide, sau macrolide) Totuși, mecanismele de rezistență cum sunt cele care rezultă ca urmare a impermeabilității sau efluxului pot afecta mai multe clase chimice: acest fenomen este denumit uneori „rezistența asociată66 (3) e Profilul de sensibilitate/rezistența și antibiograma Acestea descriu pattern-ul de sensibilitate la o serie de antibiotice O bacterie rezistentă la penicilină, streptomicină și tetraciclină, dar sensibilă la eritromicină poate fi descrisă ca având profilul de rezistență PST Opțional, un astfel de microorganism poate fi descris prin antibiograma RRRS pentru secvența predefînită de antibiotice (3) f Citire interpretativă Citirea interpretativă a datelor de sensibilitate este deducția mecanismelor biochimice de rezistență sau a inferenței sensibilității sau rezistenței clinice pe baza fenotipului observat (4) SPECTRU Termenul de spectru caracterizează profilul activității unui agent antibacterian asupra unor variate specii bacteriene, sau grupuri de specii (e g Gram pozitivi, Gram negativi, aerobi, facultativ anaerobi, strict anaerobi) Rezistența dobândită poate modifica, din timp în timp și din loc in loc, pattermil de sensibilitate care definește spectrul original (5) PUNCTE DE RUPTURA (breakpoints) Acestea sunt valori specifice ale unor parametri cum sunt Concentrațiile Minime Inhibitorii (CMI) sau zonele de inhibiție (care pot fi corelate cu Concentrațiile Minime Inhibitorii prin metode statistice adecvate) pe baza cărora bacteriile pot fi încadrate în categoriile clinice „susceptibil (sensibil)64, „intermediar44 și „rezistent44 Desemnarea ca „intermediar44 oferă de asemenea un spațiu de joc din punct de vedere tehnic, care minimizează confuzia între microorganismele cu CMI apropiat de punctul de ruptură Este important de notat în mod particular simbolurile utilizate pentru definirea punctelor de ruptură: înseamnă „mai mare ca44, în timp ce > înseamnă „egal sau mai mare ca” (6) ACȚIUNE ANTIBACTERIANĂ (6) a Concentrație Minimă Inhibitorie (CMI) Aceasta este cea mai joasa concentrație, exprimată în mg/L (numeric egal cu pg/mL, dar nu se recomandă utilizarea acestor unități), care, în condiții in vitro definite, previne creșterea bacteriilor într-o perioadă de timp definită (6) b Concentrația minimă bactericidă (CMB) Este cea mai mică concentrație de antibiotic exprimată în mg/L, care în condiții definite în vitro reduce cu 99,9% (3 logaritmi) numărul de microorganisme dintr-un mediu conținând un număr definit de microorganisme, într-un interval definit de timp 390 Reducerea este de obicei exprimata printr-o proporție a inocului (numărul de Unități Formatoare de Colonii viabile) care a fost făcut inapt de multiplicare în acel interval de timp Efectul poate fi prezentat ca o curba time-kill, în care un inocul este incubat cu antibioticul si probele sunt testate pentru numărul de UFC viabile la intervale definite de timp Există și alte definiții ale CMB si, de aceea, este important să se indice definiția utilizată (6) c Concentrația optimă bactericidă (COB) sau cea mai bactericidă concentrație Este concentrația de antibiotic care are ca rezultat efectul bactericid maxim într-un interval de timp dat (6) d Concentrația minimă inhibitorie a serului (titru) Este reciproca celei mai mari diluții (titrul) unei probe de ser de la un pacient sau voluntar (dozată fată de un antibiotic), care previne o creștere a numărului de organisme capabile de reproducere într-un interval de timp dat Este de obicei exprimată ca titrul care previne creșterea turbidității unei culturi in mediu lichid prin incubare (6) e Concentrația minimă bactericidă a serului (titru) Este reciproca celei mai mari diluții (titrul) unei probe de ser de la un pacient sau voluntar care poate reduce numărul de microorganisme capabile de reproducere, exprimate ca UFC, de obicei cu 99,9% (3 logaritmi), într-un interval de timp definit (6) f Concentrația minimă antibacteriană (CMA) Este concentrația unui antibiotic, sub CMI așa cum a fost definită mai sus, care poate să exercite efecte specifice asupra bacteriei Astfel de efecte pot include inhibiție parțială a creșterii sub CMI, modificări ale morfologiei bacteriene, modificări ale aderenței la suprafețe, accelerarea fagocitozei, creșterea sau scăderea activității antimicrobiene în combinații cu alte antibiotice, prelungirea timpilor de generație sau modificări în producerea de toxine (6) g Toleranța Toleranța apare atunci când, în condiții definite, o substanță care are de obicei efect bactericid asupra bacteriei testate prezintă un efect bactericid diminuat sau absent, tară pierderea activității inhibitorii (CMI nemodificat) Diferența între CMI și CMB este de obicei cuantificată (e g de 16—32 de ori) Toleranța transformă un agent de obicei bactericid intr-unui bacteriostatic (6) h Persistența Persistenta apare atunci când celule individuale (persistenți) supraviețuiesc efectelor unui antibiotic, chiar dacă concentrația acestuia este deasupra CMB pentru populația luată ca întreg La retestare, persistenții prezintă aceeași sensibilitate ca populația originală ca întreg și nu persistă o proporție de celule mai mare 391 (6) i Efectul paradoxal (fenomenul Eagle) Acesta apare atunci când, în cadrul testelor de determinare a CMB a unui antibiotic, microorganismul supraviețuiește în număr semnificativ mai mare în subculturile de pe medii conținând concentrații de antibiotic deasupra, dar nu imediat deasupra CMB (6) j Efectul postantibiotic (PAE) Este o întârziere în creșterea bacteriei (comparativ cu cea a unei populații control adecvate conținând același număr de bacterii), după o perioadă limitată de expunere la un antibiotic, după care efectul antibioticului este îndepărtat (e g prin diluarea de > 100 de ori sau prin filtrare și spălare) Termenul poate fi de asemenea aplicat modificărilor morfologice sau biochimice Rezistența adaptativă este reducerea sensibilității în interiorul intervalului inițial, fără a putea fi demonstrat un determinant genetic (6) k Indexul efectului postantibiotic (index PAE) Este timpul necesar pentru ca numărul de celule (UFC/mL) dintr-o populație de microorganisme expuse la CMI sau mai mult al unui antibiotic, pentru un interval de timp definit, sa crească cu un factor 10 (1 log), după îndepărtarea sau diluarea antibioticului, în comparație cu o cultură control netratată (dar diluată adecvat) (7) PROPRIETĂȚI ALE ANTIBIOTICELOR (7) a Potența Este cantitatea de agent antibacterian activ dintr-o substanța test determinată cu ajutorul unui test biologic, de obicei exprimată în micrograme per miligram de substanță test (pg/mg) (7) b Concentrație Este cantitatea dintr-un agent antimicrobian într-un volum definit de lichid, preferabil de exprimat în mg/L (decât în pg/mL sau mcg/mL), sau într-o masă definită dintr-un solid, de obicei exprimată în pg/g sau mg/kg (7) c Farmacocinetica și farmacodinamica Farmacocinetica este studiul concentrațiilor unui antibiotic în timp și în diferite compartimente ale organismului, după administrarea unei doze date din acel antibiotic Farmacodinamica este studiul relației între parametri farmacocinetici și magnitudinea și durata răspunsului patogenului (7) d CMI50, CMI90 etc Este concentrația de antibiotic care inhiba 50%, 90% etc din izolatele sau tulpinile dintr-o colecție (8) EFECTUL COMBINAȚIILOR DE ANTIBIOTICE Efectele descrise apar in vitro: semnificația lor clinică nu este clară (8) a Indiferența Un efect indiferent al unei combinații de antibiotice sau de antibiotice și substanțe inactive este acel efect egal cu efectele celui mai activ component 392 Dacă o substanță este mult mai activa decât alta, indiferența este dificil de diferențiat de un efect aditiv, în special atunci când se utilizează diluții binare de antibiotic (8) b Efecte aditive Efectul aditiv al unei combinații de antibiotice este acela în care efectul combinației este egal cu acela al sumei efectelor componentelor individuale (8) c Sinergism Acțiunea sinergică a unei combinații de antibiotice sau de antibiotice și substanțe inactive este prezentă dacă efectul combinației depășește efectele aditive ale componentelor individuale (8) d Antagonism Antagonismul este prezent dacă se observă reducerea efectului unei combinații de antibiotice în comparație cu efectul individual al celei mai active substanțe (8) e Isobolograma Este reprezentarea figurată a interacțiunii a două antibiotice, pe o axă de coordonate în care pe axa x se reprezintă, de exemplu, concentrația antibioticului В în mg/L, iar pe axa у log din concentrația antibioticului A în mg/L (8) f Concentrație fracțională inhibitorie (CFI), concentrația fracțională bactericidă (CFB)? index CFI si index mediu CFI CFI și CFB sunt expresii matematice ale efectului combinației agenților antimicrobieni (vezi secțiunile (8)a - (8) d) Cei interesați de modalitățile de calcul ale acestor parametri pot consulta documentul de referință (8) g Curbe ale timpului de omorâre {time-kill) Pot fi utilizate de asemenea pentru prezentarea datelor privind interacțiunile dintre doi agenți antimicrobieni, (9) SOLUȚIE STOC O soluție stoc a unui antibiotic este soluția inițială utilizată pentru diluțiile următoare (10) TULPINI DE REFERINȚĂ Tulpinile de referință sunt bacterii catalogate, caracterizate, cu fenotipuri de sensibilitate la antibiotice stabile, definite Tulpinile de referință se păstrează sub formă de culturi stock, de la care sunt derivate culturile de lucru Ele se pot obține din colecțiile de culturi și sunt utilizate pentru controlul de calitate 393 (11) METODE DE TESTARE A SUSCEPTIBILITĂȚII (SENSIBILITĂȚII) 11 1 Diluție în bulion Diluția în bulion este o tehnică în care se introduc în recipiente volume identice de bulion inoculat, volume identice de soluție de antibiotic și un inocul definit, dar concentrațiile de antibiotic sunt crescătoare (de obicei în progresie geometrică) Scopul acestei metode este determinarea celei mai joase concentrații care inhibă creșterea bacteriană - Concentrația Minimă Inhibitorie (CMI) sau alți parametri Metoda diluției în bulion poate fi efectuată prin macrodiluție sau microdiluție (11) a a Macrodiluția Constă în executarea metodei diluțiilor în tuburi conținând un volum minim de 2 mL (11) a b Microdiluția Constă în executarea metodei diluțiilor în plăcuțe de microtitrare cu o capacitate de 90% legare = 0,2; t = un factor de corecție pentru diferențele timpului de înjumătățire: 3 ore = 0,5; 398 e = factorul prin care Cmax întrece CMI (normal 4) dar, pentru a permite puncte de ruptură înalte legate de concentrarea mare a antibioticului în anumite situsuri sau de doze crescute, poate fi folosit și factorul 1 Rezultatul este rotunjit spre cea mai apropiată valoare a CMI în cazul diluțiilor duble care includ 1 mg/L S = este factorul de modificare pentru a obține reproductibilitatea maximă în raport cu distribuția CMI Când S este 1 nu se produce nici o modificare, când S este > 1 punctul de ruptura variază în sus și când este 4g/L pNu testa de rutina izolatele din infecțiile urinare Dacă laboratorul clinic este interesat în testarea patogenilor izolați față de întregul set indicat al substanțelor test pentru analiza periodică a evoluției sensibilității, comunicarea rezultatelor individuale trebuie să fie discriminatorie pentru a descuraja utilizarea abuzivă a noilor medicamente, care poate duce la dezvoltarea precoce a rezistenței bacteriene Sensibilitatea la noile medicamente se va comunica numai în caz de rezistență la antibioticele uzuale 21 5 CONTROLUL DE CALITATE Am insistat mai sus asupra variabilelor care pot influența exactitatea si reproductibilitatea testelor de sensibilitate Exactitatea sau acuratețea testului este definită prin concordanța dintre rezultatul observat (CMI sau diametrul zonei de inhibiție) și valoarea adevărată sau acceptată Un test poate fi perfect reproductibil, dar lipsit de exactitate atunci când o eroare suivine sistematic (e g , în ajustarea densității inoculului sau conținutul unui lot de mediu în substanțe care interferează unele antimicrobiene) Prin urinare, un test reproductibil nu este in mod necesar și exact 409 Controlul sistematic al fiecărui factor individual de eroare nu este posibil Standardele uzuale controlează prin tulpini de referință, la fiecare testare, încadrarea punctului final al citirii în limitele acceptate ale erorii Numai când rezultatele ies din aceste limite procedează la verificarea variabilelor, individual sau în grup 21 5 1 Tulpini de referință pentru controlul de calitate al testelor de sensibilitate: surse, conservare și manipulare Folosește tulpinile ATCC1 prezentate în tabelul 21-4 Aceste tulpini se folosesc în conformitate cu indicațiile National Committee for Clinical Laboratory Standards la care facem apel în continuare Pot fi obținute direct de la ATCC sau prin intermediul unor firme comerciale Tabelul 21-4 Tulpinile indicate pentru controlul de calitate al testelor de sensibilitate la medicamentele antimicrobiene Tulpina de referință Indicația Enterococcus faeclis ATCC 29212 •Testări cantitative pentru enterococi • Testarea rezistenței înalte la aminoglicozide (tulpină sensibilă la gentamicină,și streptomicină) E faecalis ATCC 51299 Testarea rezistenței înalte la aminoglicozide (tulpină rezistență la gentamicină și streptomicină) Efaecalis ATCC 29212 sau 33186 Controlul inhibitorilor suifamidelor și trimetoprimului în agarul Mueller-Hinton ''Escherichia coli ATCC 25922 Testarea enterobacteriaceelor E coli ATCC 35218 Testarea față de asociațiile penicilinelor cu inhibitori de p-lactamază Haemophilus influenzae ATCC 49247 Testări uzuale pentru H influenzae H influenzae ATCC 492247 sau 49766 Testarea activităților cefaclor, cefuroximă, cefonicid, loracarbef, cefprozil, față de H influenzae Neisseria yonorrhoeae ATCC 49226 Testări pentru gonococi Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Testarea pseudomonadelor Staphylococcus aureus ATCC 25923 • Testarea difuzimetrică a bacteriilor gram-pozitive nepretențioase • Martor negativ la testarea P-lactamazelor S aureus ATCC 29213 •Testarea cantitativă a bacteriilor gram-pozitive nepretențioase • Martor pozitiv la testarea p-lactamazelor • Martor de sensibilitate la oxacilina (metriciiină) S aureus ATCC 38591 Martor pentru heterorezistență la oxacilina (metilicină) 1 ATCC = American Туре CultureCollection, 12301 Parklawn Drive, Roclville, Mayland 20852 U S A 410 Tabelul 21 4 (continuare) Tulpina de referință Indicația S aureus ATCC 38591 Martor pentru heterorezistența la oxacilină (metilicinâ) Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 Testări difuzimetrice sau cantitative pentru pneumococi Bacteroides fi-agilis 25285 B thetaiotaomicron ATCC 29741 Eubacterium lentuni ATCC 43055 Testarea bacteriilor anaerobe Mycobacterium tuberculosis H3Rv Testarea bacililor tuberculozei Condica albicans ATCC 90028 Testarea levurilor Paecilomyces variații ATCC 22319 Testarea fungilor filamentoși Tulpinile de referință NCTC (National Collection of Туре Cultures, Health Protec-tion Agency, Colindale NW 9 5HT, England, U K) pot fi folosite în controlul de calitate conform standardelor British Society for Antimicrobial Chemotherapy la care însă nu ne referim Conservarea in laborator a tulpinilor de referință trebuie făcută în condiții care le asigură viabilitatea și selecția variantelor rezistente Liofilizarea asigură o conservare îndelungată Pentru activitatea curentă conservă prin congelare, de preferință la -70°C (în lipsă la -20°C, sub rezerva verificării conservării caracterelor de sensibilitate la fiecare utilizare), cultură diluată 50% cu un fluid protector (ser de cal sau sânge defibrinat de berbec) La 20 ml cultură de 18 ore a tulpinii de referință în bulion MuellerHinton adaugă 20 ml fluid conservant Repartizează volume de 0,5 ml în tuburi închise etanș Congelează brusc In preziua testării epuizează o ansă din conservul decongelat pe o placa de agar-sânge și incubeazăpeste noapte la 37°C Testează această cultură în condiții similare cu izolatele în studiu în lipsa facilităților pentru conservare prin congelare, tulpinile de referință pot fi conservate pentru intervale de: • trei până la 6 luni în coloana de agar nutritiv moale la 4°C: • o săptămânăpe panta de agarMueller-Hintonla temperatura camerei Rezultatele sunt însă mai puțin satisfăcătoare P aeruginosa ATCC 27853 dobândește rezistența Ia carbenicilină după un număr limitat de repicări Imediat ce se constată că diametrul zonelor de inhibiție sau CMI ale culturii de lucru nu se mai încadrează între valorile cunoscute (v tabelele 21-2, 22-4), se revine Ia conservul liofilizat al tulpinii Monitorizarea exactității și preciziei testelor de sensibilitate prin tulpinile de referință diferă în raport cu tehnicile difuzimetrice sau cantitative 21 5 2 Controlul variației interloturi ale mediului de testare 1) Concentrația tolerată de timidină în mediul Mueler-Hinton: • Toarnă o placă cu noul lot de mediu • însămânțează ca pentru antibiogramă difuzimetrică (vezi 23 1) tulpina de Entero-coccus faecalis ATCC 29212 sau 33186 • Depune în centrul ariei însămânțate un disc cu 1,25 țig trimetoprim + 23,75 pg sulfametoxazol 411 • Incubează imediat la 37°C Dacă a doua zi se constată o zonă de inhibiție mai mare de 20 mm lipsită de orice colonii vizibile, lotul de mediu este satisfăcător 2) Controlul concentrației cationilor divalenți liberi în agarul Mueller-Hinton Pe plăci cu noul lot de mediu testează cantitativ față de gentamicină (vezi 22 1 1), comparativ cu lotul în uz, cea 40 tulpini de Pseudomonas aeruginosa Lotul care reproduce aceleași CMI cu lotul în uz este corespunzător și trebuie achiziționat în cantități suficiente Eficiența controlului este asigurată dacă între tulpinile testate se includ și tulpini de Paeruginosa cu nivel jos de rezistență la aminoglicozide, conservate în laborator în acest scop 21 5 3 Substanțe test: soluții stoc și conservare; diluții de lucru; surse în general este contraindicată folosirea pentru testări in vitro a antibioticelor injectabile sau de uz oral pentru că aceste forme sunt insuficient standardizate, pot conține aditivi, iar unele sunt promedicamente inactive microbiologic (hemisuccinatul de cloramfenicol, fosfatul de clindamicină, esteri de ampicilina, eritromicină, cefuroximă s a ) Este indicata utilizarea substanțelor test standardizate, condiționate sub formă de pulbere sau tablete, obținute direct de la producător sau de la laboratoare autorizate cu precizarea activității antimicrobiene și termenului de valabilitate, precum și a condițiilor de stocare Pulberile se păstrează rn containere închise, la + 4° C, întuneric, cu desicator, dacă fabricantul nu precizează altfel Ideal, pulberile higroscopice trebuie porționate în cantități pentru o singură utilizare Prepararea soluțiilor stoc Sunt folosite soluții stoc cu concentrații de minimum 1000 mg/L Solvenții și diluanții pentru substanțele test utilizate în laboratorul clinic sunt menționate în tabelul 21-5 La solvire etanolul poate fi substituit cu metanol, iar dimetilformamida cu dimetilsulfoxid Pentru tampoanele solvent sau diluant indicate consultă Cap 42 Cântărește pulberile la balanța analitică ținând cont de activitatea antimicrobiană a fiecărei substanțe Formulele de calcul al cantității de substanță sau volumele de solvent necesare pentru o concentrație dorită sunt: W=1000/PxVxC (1) V=1000/PxWxC (2), unde: W este greutatea substanței antimicrobiene în mg; V -volumul de solvent în ml; P - activitatea antimicrobiană a substanței certificată de producător sau de verificator în raport cu baza; C - concentrația finală a soluției în mg/L (multiplu de 1000) Multe substanțe antimicrobiene se conservă refrigerate, iar pulberile lor sunt higroscopice Pentru a evita efectul umidității atmosferice (condensul) în precizia cântăririi și asupra activității substanței: • înainte de cântărire, menține ambalajul trei ore pe masă în laborator (sau conform indicațiilor producătorului) pentru echilibrarea temperaturii și evitarea condensului pe pulbere 412 Tabelul21-5 Substanțe antimicrobiene pentru teste de sensibilitate: solvenți, diluanți, conservare (NCCLS, 1993c; PHILLIPS și colab, 1991; COLL1NS și colab, 1989; EUCAST Definitive Document E Def 3 1-2000) Substanța antimicrobiană Solventul Diluantul Păstrarea soluțiilor stoc Păstrarea pulberii +4°C -20°C -60/70°C Amikacină Apă Apă 7 zile 1 lună Nerecomandat 4-25°C,ferită de lumină Amoxicilină (trihidrat) Sol saturata deNaHCO3b sau tampon fosfat 0,1 M pH 6,0 apoi apă Tampon fosfaat 0,lM pH6,0 7 zile instabilă Hună 4°C; ferite de lumină și umezeală Ampicilina (trihidrat) Tampon fosfat 0,1 M, pH 8,0 Tampon fosfat 0,1 M, pH 6,0 7 zile instabilă Hună 4°C; ferite de lumină și umezeală Azitromicină Etanol95% Bulion nutritiv 7 zile 4°C; ferite de lumină și umezeală Azlocilinăe (sodică) Apași metanol Apă 1 zi Hună 4 luni Sub25°C; până la 4 ani Aztreonam (forma anhidrică cristalină B) Sol saturată de NaHCO?b apoi apă Apă Izi 3 luni 4-25°C; ferită de umezeală Carbenicilină Apă Apă Izi Hună Hună 4°C; ferită de lumină și umezeală Cefaclor 1 Tampon fosfat 0,1 M, pH 6,0 Apa Instabilă 4-25°C; ferită de lumină și umezeală Cefalotind Tampon fosfaat 0,lM, pH 6,0 Apă pana la 6 luni 6 luni 4-25°C; ferită de lumină și umezeală Cefepim Tampon fosfat 0,1 M, pH 6,0 Tampon fosfat 0,1 M, pH 6,0 Izi până la 6 luni 6 luni 4-25°C; ferită de lumină și umezeală Cefotetan Dimetil sulfoxid Apă Izi până la 6 luni 6 luni 4-25°C; ferită de lumină Cefpodoxima Sol apoasă 0,10% NaHCO3 Apă Izi până la 6 luni 6 luni 4-25°C; ferită de lumină și umezeală Ceftazidimă Sol Saturată deNaHCO/ Apă Izi 3 luni 4-25°C; ferită de lumină și umezeală Ciprofloxacină (monoclorhidral) Apă Apă 14 zile 3 luni 3 Iutii Sub 25°C; ferită de lumină până la 3 ani Cicloserină Apa Apă 7 zile 1 lună 1 lună Sub 25°C; ferită de lumină până la 3 ani Clavulanic acid și sulbactam Tampon fosfat 0,1 M pH 6 0 Tampon fosfat 0,1 M pH 6 0 Izi Neindicat Neindicat 4-25°C; ferită de lumină și umezeală Tabelul 21-5 (continuare Substanța antimicrobiană Solventul Diluantul Păstrarea soluțiilor stoc Păstrarea pulberii +4°C -20°C -60/70°C Clindamicină (clorhidrat) Apă Apă 7 zile 6 luni lan 4-25°C; ferită de lumină și umezeală Cloramfenicol8 Etanol 95%b apoi apă Apă Izi până la 6 luni 6 luni 4°C, protejată de lumină Eritromicină Etanol 95%bh Acetonă Tampon fosfaat 0,IM pH 8,0 7 zile până la 6 luni 6 luni 4-25°C; ferită de lumină și umezeală până ia 3 ani Etambutol Apă Apă 7 zile 6 luni lan Temperatura camerei ferită de lumină Etionamidă Apă la fierbere Mediul de cultură încălzie Ia45-5O(IC 7 zile 6 zile lan Temperatura camerei ferită de lumina Flucitozină (5-Fluorocitozină) Apă Apă Indefinit Indefinit Indefinit Temperatura camerei ferită de lumina Fuzidic acid Etanol 95% Apă Temperatura camerei ferită de lumină Gentamicină Apă Apă 6 luni Nerecomandat Nerecomandat în fiole închis; la temperatura camerei, ferită de lumină, 3 ani Imidazoli (Fluconazol, Itraconazol, Letoconazol, Miconazol) Polietilenglicol; Dimetil sulfoxid; Dimetilformamidă; Etanol Acetonă+apa(v/v)3 ApăL 4 luni Până la 6 luni 6 luni Sub 25°C; ferite de lumină Imipenem Meropenem Tampon fosfat 0,01 M, pH 7,2 Tampon fosfat 0,01 M, pH 7,2 Izi Nerecomandat 1 lună Sub 30°C; ferită de lumină Izoniazidă Apă Apă 7 zile 6 zile lan Sub 25°C; ferită de lumină și umezeală Kanamicină Apă Apă 7 zile 1 lună Nerecomandal Sub 25°C; ferită de lumină și umezeală Mcticilină (sodică) Apă Apă 40°C; ferită de lumină și umezeală Metronidazol Dimetilsulfoxid Apă Sub 25°C; ferită de lumină și umezeală Mezlocilină Apă Apă 7 zile 1 lună 41uni Sub 25°C; ferită de lumină până la 5 ani Tabelul 21-5 (continuare) Substanța antimicrobiană Solventul Diluantul Păstrarea soluțiilor stoc Păstrarea pulberii +4°C -20°C -60/70°C Naiidixic acid și cinoxacinâ ' 1/2 voi Apă apoi, cu picătura 0,1 M NaOH până la solvire, apoi completare la volum cu apă1 Apă 7 zile 31uni 6 luni Sub 25°C; ferită de lumină Nitrofurantoin Dimetilformamida Tampon fosfat 0,1 M, pH 8,0 7 zile 3 luni 6 luni Sub 25°C; ferită de lumină Poliene Amfotericină В în lipsă Fungizonă"1 Nistatină1 Primaricină Dimetil sulfoxid Dimetilformamida Apă Dimetil sulfoxid; Dimetilformamidă; Acetonă+apă (v/v) Apă Sodium dezoxicolat sol apoasă Apă Izi Izi Până la 6 luni Până la 6 luni 6 luni 6 luni 4°C; ferite de lumină și umezeală Norfloxacină și ofloxacină 1/2 voi, apă apoi, cu picătura OJMNaOHpână la solvire, apoi completare la volum cu apa Apă Izi Până la 6 luni 6 luni Sub 25°C; ferită de lumină Oxacilină Apă Apă 4°C; ferită de lumină și umezeală ; PAS (p-amino-salicilic acid) Apă ■ Apă 7 zile Până la 6 luni 6 luni Sub 25°C; ferită de lumină Penicilină0 (benzilpotasica) Apă Apă 1 lună 1 lună 4°C; ferită de lumină și umezeală Pipeeracilină (sodică) Apă apă 2 zile 1 luni 4-25°C; ferită de lumină și umezeală Pirazinamidă Apă Apă 7 zile 6 luni lan Sub 25°C; ferită de lumină Rifampicină Metanol Apă cu agitare insabilă Instabilă Instabilă 4°C; ferită de lumină Streptomicină Apă Apă 7 zile 1 lună Sub 25°C; ferită dc lumină și umezeală Tabelul 21-5 (continuare) 16 Substanța antimicrobiană Solventul ' Diluantul Păstrarea soluțiilor stoc Păstrarea pulberii +4°C -20°C -60/70°C Sulfamide 1/2 voi apă apoi, cu picătura 0,1 M NaOH până la solvire, apoi completare la volum cu apă1 Apă 30 zile 6 luni 2 ani 4Ж; ferită de lumină Tetraciclină (clorhidrat) Tampon fosfat 0, IM Apă Nerecomandat, precipită prin congelare Temperatura camerei; ferită de lumină și umezeală până la 2 ani Ticcarcilină (sodică) Tampon fosfat 0,1 M pH 6,0 Apă 7 zile Hună 4°C; ferită de lumină și umezeală Tobrramicină (sulfat) Apă Apă 7 zile 3 luni 4°C; ferită de lumină și umezeală Trimetoprim (lactat) 1/2 voi apă, apoi, acid lactic 0,1 M sau HCI 0,1 Mbapoi apă Apă (poate necesita încălzire) Hună 6 luni 2 ani 4-25°C; ferită de lumină Vancomicină Apă Apă 7 zile 3 luni 4-25°C; ferită de lumină “ Uzual soluții cu cel puțin 1000 mg/L; concentrațiile mai mari sunt indicate în text Soluțiile de amoxicilină și ampicilina mai concentrate de 1000 mg/L; sunt instabile b Cât este necesaar pentru a solvi pulberea ■ 1 c Pot fi utilizate fiole pentru administrare i v ; solvă și diluează întreaga cantitate din fiola și nu măsura inițial fracțiuni d Cefalosporincle și cefemele care nu figurează in tabel se solvă în tampon fosfat 0,1 M, pH 6,0 și se diluează cu apă (exepțiile eventuale sunt indicate de producători) Stabilitatea soluțiilor stoc la+4°C variază între contraindicarea păstrării mai mult de o zi și conservare între 3 zile (cefuroxima sodică), 7 zile (ceftriaxona sodică) sau 10 zile (cefotaximă), Cefotaxima, ceftizoxima și cefuroxima pot fi utilizate din fiole pentru administrare i v (revezi nota de subsol c) c Utilizează carbonat de sodiu anhidru exact 10% din greutatea ceftazidimei Solvă antibioticul în soluția de carbonat de sodiu și completează cu apa la volumul necesar, f Pentru conservare, alealinizează soluția la pH 10,0 cu Na2CO3 ■ f Formele injectabile sunt inutilizabile 11 Soluția alcoolică de eritromicină este instabilă, diluează imediat cu apă; soluția în acetonă este mai stabilă și poate fi păstrată ' După decongelare câteva cristale de 5-fluorocitozină pot persista nesolvite; încălzește pe baie de apă 10 minute la 56°C pentru solvirea completă J Fluconazolul este solubil în apă, b O opalescență poate persista la concentrațiile mari ale unor imidazoli sau nistatinei; poate fi evitată dacă folosește diluanl cu 1% dimetilsulfoxid 1 Utilizează 1 ml soluție 0,1 M NaOH per 10 mg substanță antimicrobiană pentru solvirc; diluează cu apă m Fungizona, preparat terapeutic, conține echivalentul a 40 mg amfotericină В complexată cu dezoxicolat de sodiu Solvă totconținutul în apă (evită soluții saline) • Cântărește cantitatea de pulbere extrasă o singură dată din ambalaj și calculează volumul de solvent necesar conform formulei (2), E g , pentru 21,3 mg substanță cu activitate antimicrobiană de 990 pg/mg și concentrația de 2000 mg/L a soluției: V = 1000/990x21,3x2 = 43 ml Când solvirea se face intr-un solvent organic, în flacon cotat, cântărește exact cantitatea de substanță necesară volumului conform formulei (1) E g , pentru 25 ml soluție cu 2000 mg/L a substanței cu activitate 980 pg/mg: W= 1000/980x25x2=51 mg Conservarea Pulberile substanțelor test trebuie conservate în condițiile de temperatură și umiditate indicate de producător (v tabelul 21-5) Când este posibil se vor evita refrigerări inutile Uzual soluțiile stoc ale substanțelor test nu sunt sterilizate, dar solvenții și diluantul trebuie sa fie sterili Când se impune sterilizarea folosește membrane filtrante pentru a evita pierderile de activitate Soluțiile de amfotericina В și de rifampicina nu se filtrează Soluțiile stoc se repartizează în volume convenabile pentru o utilizare unică și se congelează la -20° sau, mai bine, la —70°C pentru conservare (v tabelul 21-5) Unele substanțe antimicrobiene se adsorb pe sticlă, de aceea este de preferat păstrarea în tuburi de polietilenă sau polipropilenă Congelarea și decongelarea repetate alterează activitatea antimicrobiană a soluțiilor și, ca atare, este formal contraindicată Odată decongelat, un volum din soluția stoc trebuie utilizat imediat, iar restul se aruncă Diluțiile de lucru In general, utilizăm un gradient discontinuu de substanța test cu trepte de 1 Iog2 Numai la testarea unor antibiotice cu indice terapeutic restrâns din cauza toxicității (e g , gentamicină) sunt indicate concentrații intermediare: 1,2,3,4,5 s a m d mg/L Schema recomandată de H M ERICSSON și J C SHERRIS (1971) pentru prepararea diluțiilor duble de antibiotic (tabelul 21-6) are mai multe avantaje: 1) Utilizează o singură pipeta per grup de trei diluții succesive 2) Reduce erorile cumulative de pipetare 3) Se adaptează la orice concentrație inițială dorită 4) Se adaptează la gama minimă de diluții suficientă pentru necesitățile clinice, putând sări două tuburi în 1-2 grupe succesive După transvazarea fiecărui volum de soluție agită tuburile imediat de cea 20 ori; pentru omogenizarea conținutului Folosind o nouă pipetă și, începând cu diluția cea mai mare, transvazează câte 1 ml în tuburile corespunzătoare ale gradientului de testare a fiecărei tulpini La testări pe mediu agarizat sau pentru determinarea timpului de omorâre a bacteriilor prepară un gradient intermediar de diluții pornind de la concentrația de 1280 U/mg/L (tubul 1: 6,4 ml soluție stoc cu 2000 U/mg/L + 3,6 ml diluant) Concentrațiile finale, după diluarea 1:10 in mediul agarizat, vor forma gradientul de diluții duble: 128, 64, 32 s a m d U/mg/L mediu, începând cu diluția cea mai mare, transvazează câte 10 ml peste 90 ml mediu agarizat topit și răcit la 50°C Omogenizează și toarnă câte 20 ml în plăci cu diametrul de 9 cm 417 Tabelul 21 6 Protocol de preparare a diluțiilor de substanță antimicrobiană pentru testări în bulion nutritiv - (după ERICSSON și SHERRIS, 1971) Nr tub Indicații pentru prepararea diluțiilor U/gg/ml în final] Log? al U//pg/ml Soluție antimicrobiană transvazată Bulion nutritiv Rezultă U/pg/ml Volume U/pg/ml 1 2 ml 2 000 stoc 13,62 ml 256 128 7 2 2 volume 256 tub I 2 volume 128 64 6 3 1 volum 256 tub 1 3 volume 64 32 5 4 1 volum 256 tub 1 7 volume 32 16 4 5 2 volume 32 tub 4 2 volume 16 8 3 6 1 volume 32 tub 4 3 volume 8 4 2 7 1 volum 32 tub 4 7 volume 4 2 1 8 2 volume 4 tub 7 2 volume 2 1 0 9 1 volum 4 tub 7 3 volume 1 0,5 -1 10 1 volum 4 tub 7 7 volume 0,5 0 25 -2 11 2 volume 0,5 tub 10 2 volume 0,25 0,125 -3 12 1 volum 0,5 tub 10 3 volume 0,125 0,063 4 13 1 volum 0,5 tub 10 7 volume 0,063 0,031 -5 în acord cu numărul tulpinilor de testat, poți folosi orice multiplu al volumelor precizate în tabelul 21-6 E g : La testările în bulion nutritiv, un volum de 0,5 ml este suficient pentru două gradiente (unul pentru tulpina testată plus unul pentru tulpina de referință), iar un volum de 4 ml este suficient pentru 16 gradiente (15 pentru 15 tulpini testate plus unul pentru tulpina de referință) La testări pe medii agarizate, un volum de 5 ml este suficient pentru testarea a 360 tulpini (36 tulpini per placă cu 20 ml mediu) BIBLIOGRAFIE CONSULTATĂ ȘI RECOMANDATĂ ANGELESCU, M (1988) Terapia cu antibiotice, Editura Medicală, București, 1998 BUIUC, D (1992): Microbiologie medicală Editura Didactică și Pedagogică, București, pp 240-242 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) formerly NCCLS Performance Standards for antimicro-bial susceptibility Testing; fifteenth Informațional supplement Document M100 - SI 5 Voi 25, nr 1,2005 COLLINS, С H , LYNE, P M , GRANGE, J M (1989): Microbiological methods 6-th edn, Butterworth-Heinemann Oxford, pp 122-123, 361 COURVALIN, P , SOUSSY, C J - eds (1996): 1996 Report of the Comite de L’antibiogramme de la Societe francaise de microbiologie Clin Microbiol, Infect 2: Suppl 1 ERICSSON, H M , SHERRIS, J C (1971): Antibiotic sensitivity testing Report of an internațional col-laborative study Acta Pathol Microbiol Scand Sect В Suppl 217: 1 418 EUCAST DEFINITIVE DOCUMENT E Def 1 2 - Terminology relating to methods for the determination of susceptibility of bacteria to antimicrobial agents - European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infections Diseases (ESCMID) - May 2000 MANDELL G L DOUGLAS R G , BENNETT, J E (1992): Principles and practice of infections diseases Antimicrobial therapy Churchill Livingstone, New York pp 58-71 NCCLS (1994): Development ofin vitro susceptibility testing criteria and quality control parameters NCCLS document M23-A National Committee for Clinical Laboratory Standards Villanova Pa NCCLS (1993 a): Evaluating production lots of dehydrated Mueller-Hinton agar Tentative standard M6-T National Committee for Clinical Laboratory Standards, Villanova Pa NCCLS (1993 b): Performance Standards for antimicrobial disc susceptibility tests Aproved standard M2-A5 National Committee for Clinical Laboratory Standards, Villanova, Pa NCCLS (1993 c): Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically, Aproved standard M7-A3 National Committee for Clinical Laboratory Standards Villanova Pa NCCLS (1993 d): Methods for antimicrobial susceptibility testing of anaerobic bacteria Aproved standard M 11-A3 National Committee for Clinical Laboratory Standards, Villanova, Pa PHILLIPS, L, ANDREW, J M BRIDSON, E și colab (1991): A guide to sensitivity testing The British Society for Antimicrobial Chemotherapy, Academic Press Limited, London, pp 1-38 RUSU, V , DOROBĂȚ, O , PAICU, L și colab (1982): Caracteristici actuale și de tendință a fenomenului de rezistență la agenții antimicrobieni Bacterial Virusol Parazitai Epidennol 27: 265 SIROT, ] , COURVALIN, P , SOUSSY, C J (1996): Definition and determination of in vitro antibiotic susceptibility breakpoints for bacteria In P Courvalin, C J Soussy (eds) Op cit pp S5-S10 TENOVER, F С POPOVIC, T , OLSV1K, O (1995): Genetic methods for detecting antibacterial resis-tance genes In P R Murray, E J Baron, M A Pfaller, F C Tenover, R H Yolken (eds) Manual of clinical microbiology, 6-th edn, ASM Press, Washington D C 22 DETERMINAREA SENSIBILITĂȚII LA ANTIBIOTICE: TEHNICI CANTITATIVE (IRINA CODITA, DUMITRU BUIUC) 22 1 DETERMINAREA CONCENTRAȚIEI MINIME INHIBITOARE (CMI) 22 1 1 Tehnica diluțiilor în agar • Macrometoda • Microraetoda 22 1 2 Tehnica diluțiilor în bulion 22 1 3 Tehnica punctelor de ruptură 22 1 4 Testul E 22 1 5 Impactul determinării CMI asupra studiului epidemiologie al rezistenței la agenții antimicrobieni 22 2 DETERMINAREA ACTIVITĂȚII BACTERICIDE 22 2 1 Tehnica diluțiilor 22 2 2 Tehnica determinării timpului de omorâre 22 2 3 Depistarea toleranței 22 3 TESTĂRI FAȚĂ DE ANTIBIOTICE ASOCIATE 22 3 1 Testarea în tabla de sah • Metoda grafică • Indicele fracțional al concentrației inhibitoare 22 3 2 Testarea prin cinetica efectelor bactericide 22 4 TESTAREA SENSIBILITĂȚII BACTE- RIILOR ANAEROBE 22 4 1 Considerații generale 22 4 2 Tehnica diluțiilor în agar 22 4 3 Tehnica macrodiluțiilor în bulion 22 5 TESTAREA SENSIBILITĂȚI] MICO- BACTERIILOR 22 5 1 Metoda concentrațiilor absolute 22 5 2 Metoda proporțiilor 22 5 3 Metoda raporturilor de rezistență 22 5 4 Metoda radiometrică BACTEC 22 6 TESTAREA SENSIBILITĂȚII FUN- GILOR 22 6 1 Metoda diluțiilor în bulion 22 6 2 Metoda diluțiilor în agar 22 1 DETERMINAREA CONCENTRAȚIEI MINIME INHIBITOARE (CMI) Este metoda de referință pentru testarea sensibilității la antibiotice, utilizată și pentru calibrarea altor metode (e g metoda difuzimetrică) Principiu: Un inocul standardizat al tulpinii testate este însămânțat într-un gradient discontinuu de concentrații ale medicamentului antimicrobian realizat fie in plăci cu mediu agarizat, fie în tuburi cu bulion nutritiv După incubarea adecvată este urmărită concentrația minima inhibitoare (CMI) Indicații • în infecții care amenință viața bolnavului, determinarea gradului de sensibilitate a microorganismului infectant este esențială pentru precizia terapeutică (doza și calea de administrare) • Precizarea categoriei de sensibilitate a unei tulpini clasificate intermediară (sensibilitatea nedeterminat) prin testul de difuzie • Confirmarea rezistenței la aminoglicozide determinate prin testul de difuzie • Determinarea sensibilității organismelor fastidioase • Testarea prin diluții în plăci cu agar nutritiv este tehnica de elecție pentru supravegherea evoluției rezistenței bacteriilor la antibiotice • Testarea prin diluții în tuburi cu bulion nutritiv este un timp premergător în cuantificarea activității bactericide a antibioticelor Se utilizează colonii din cultură pură a organismului de testat în faza de creștere logaritmica 420 Limite: Deși metodele de testare prin diluții sunt standardizate pentru bacteriile cu creștere rapidă, pot să apară erori și rezultatele trebuie interpretate prudent la testarea: speciilor de Salmonella și Shigella față de cefalosporinele din generațiile I și II și aminoglicozide, stafîlococilor meticilino-rezistenti față de toate antibioticele Ș-lactamice (exceptând oxacilina, meticilina și nafcilina), a enterococilor fată de aminoglicozide (exceptând testările pentru rezistența cu nivel înalt), cefalosporine, clindamicina și trimetoprim + sulfametoxazol • în iunie 2000 EUCAST (Comitetul European pentru Testarea Sensibilității la Antibiotice al Societarii Europene de Microbiologie Clinică și Boli Infecțioase) publică documentul definitiv E Def 3 1 -Determinarea CMI aagenților microbieni prin metoda diluțiilor în agar, urmată în 2003 de Documentul pentru discuție E Dis 5 1 - Determinarea CMI a agenților microbieni prin metoda diluțiilor în bulion Documentul definitiv pentru determinare CMI prin metoda diluțiilor în bulion nu a fost incă adoptat 22 1 1 Tehnica diluțiilor în agar Este tehnica indicata pentru testări precise, reproductibile La testarea a mai puțin de 10 tulpini per zi costul per tulpină depășește semnificativ costul din testarea difuzimetrică In asemenea situații, dacă testarea difuzimetrică nu satisface exigențele clinice, se poate recurge la tehnica microdiluțiilor în agar sau la tehnica diluțiilor în tub (vezi mai jos) EUCAST descrie o metoda verificată printr-un studiu multicentric, care este în concordanța cu metodele recomandate în Franța, Germania, Suedia, Norvegia, S U A Deși mediul Mueller Hinton nu are avantaje asupra altor medii utilizate, este foarte probabil cel mai utilizat și compatibil cu standardul CLSI (Institutul pentru Standarde de Laborator Clinic, fostNCCLS, U S A ) Nu sunt utilizate suplimente, în afara de situația în care acestea sunt necesare pentru creșterea microorganismelor fastidioase Pentru streptococi și Moraxella catarrhalis se utilizează sânge defibrinat 5% Pentru Haemophilus spp și Neisseria spp au fost sugerate suplimente ca sânge defibrinat cu 20 mg/L NAD, sânge chocolat 5%, agar GC cu suplimente, dar este necesară verificarea performanțelor acestor variante de mediu 22 1 1 1 Macrometodă Necesar: 1) Agar Mueller-Hinton repartizat câte 90 sau 180 ml în flacoane cu capac înșurubat 2) Bulion Mueller-Hinton, bulion Todd-Hewitt sau bulion tripticază soia repartizat în tuburi ’ 3) Soluții stoc de substanțe test 4) Ansa calibrată de 0,001-0,002 ml sau replicator de inocul Steers 5) Cultura în faza logaritmică a tulpinilor de referință 6) Etalonul nr 0,5 din scara Mc Farland cu sulfat de bariu (revezi 6 2) Procedura: 1) Pregătirea plăcilor cu gradientul concentrațiilor de antimicrobiene: - Decongelează câte un tub din soluția stoc a fiecărei substanțe test (v tabelul 21-3) 421 - Prepară gradientul intermediar de concentrații folosind diluantul indicat (vezi tabelele 21 5, 21 6) în agarul Mueller-Hinton topit și răcit la 50°C, adiționat sau nu, după caz, cu factori de creștere (v tabelul 21-1), diluează 1:10 concentrațiile intermediare ale substanțelor test pentru a obține concentrația finala necesară testării Omogenizează și toarnă câte 20 ml per placă cu diametrul de 9 cm Gama diluțiilor de testare, în funcție de agentul antimicrobian și bacterie trebuie să cuprindă cel puțin punctele de ruptură superior și inferior (v tabelul 23-3) flancate cel puțin de ± 2 diluții Notă : - Dacă între organismele testate sunt tulpini de Proteus, adiționează mediul cu P-nitrofenil glicerol 50 pg/ml pentru a preveni creșterea invazivă Alternativ presează în mediu, împrejurul spotului de inoculare cu Proteus, un cilindru de sticlă cu diametrul de 1,2 cm - Plăcile gradientului de testare pot fî folosite imediat sau conservate maximum 7 zile la 4°C in punga de polietilena Pierderea activității antimicrobiene în acest interval de conservare este între 1 și 5% 2) Pregătirea inoculului: Inoculul se pregătește astfel încât să obținem 104 colonii/spot • Suspensionează în 2 ml bulion Todd Hewitt, bulion tripticază soia sau bulion Mueller-Hinton inocul prelevat cu ansa din cca 5 colonii bine individualizate, reprezentative pentru bacteria de testat Bulionul utilizat nu trebuie sa antagonizeze substanța test • Procedează la fel cu cultura peste noapte a tulpinilor de referință • Numai în caz de urgență, repică în 2 ml bulion o cantitate din hemocultura pozitivă Dacă inoculul nu va putea fî standardizat sau când cultura se dovedește impură, reia testarea cu subcultura pură • Incubeaza tuburile inoculate 2-3 ore la 37°C • După aceasta perioadă de incubare, agită fiecare tub și ajustează-i turbiditatea cu etalonul 0,5 din scara Mc Farland Aceasta corespunde aproximativ cu 1-2x108 UFC/ml pentru cele mai multe specii Daca turbiditatea culturii în bulion este prea mare, diluează corespunzător cu o cantitate de bulion; dacă este insuficientă, prelungește incubarea sau, preferabil în cazul meningococilor și hemofîlilor, mai suspensionează cultura din colonii cu aceeași morfologie (daca există) Alternativ și recomandat de EUCAST, inoculul poate fi preparat din cultură pură de 18-24 ore a tulpinilor testate ajustată la densitatea etalonului 0,5 Mc Farland Aceasta este procedura de elecție pentru testarea unor organisme pretențioase ca Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus spp, și Streptococcus pneumoniae sau pentru tulpinile de Staphylocuccus aureus potențial rezistente la meticilină • Diluează inoculul astfel etalonat 1:10 în soluție salină izotonă sterilă sau în bulion Mueller-Hinton Din acest moment inoculul trebuie însămânțat pe plăcile de testare în maximum 30 minute 3) însămânțarea plăcilor • Usucă suprafața plăcilor la 37°C cu capacul întredeschis • Plasează placa pe un caroiaj cu 36 pătrate și marchează exact pe placă poziția primului pătrat 422 • Cu ansa de 1-2 microlitri, cufundată vertical în suspensia bacteriană etalonată, prelevă inoculul și-1 etalează în spot cu diametrul de 5-8 mm pe pătratul corespunzător In acest mod însămânțezi aproximativ 104UFC/spot Notă: - Efectuează testarea față de sulfamide și trimetoprim cu inoculul diluat 1:100, care asigură cca IO3 UFC/spot - Efectuează testarea stafilococilor și hemofîlilor față de (3-lactamine, sensibile la P-lactamazele extracelulare sau cultură peste noapte nediluată care asigură cca 106 UFC/ spot în cazul acestor microorganisme este preferabilă testarea producerii de Ș-lactamaze prin metoda cu disc de nitrocefin - Lasă plăcile pe masă până la absorbția inoculului în mediu 4) Incubarea plăcilor: • Incubeaza la 37°C pentru 16-20 ore • Evită incubarea în atmosfera de CO7, afară de cazul în care acesta este strict necesar pentru creșterea microorganismului (e g , Neisseria spp ) Notă Pentru testarea stafilococilor față de oxacilină, meticilină sau nafcilină vezi 23 4 1 Controlul de calitate 1) Inoculează pe fiecare placă a gradientului de concentrații tulpinile de referință adecvate 2) Inoculează o placă fără antibiotic în aceleași poziții ale grilei cu toate tulpinile testate și tulpinile de referință ca martor al creșterii Citirea și interpretarea 1) Examinează plăcile în lumina reflectată și prin transparență Concentrația cea mai mică de antimicrobian care inhibă complet creșterea sau permite o umbră abia vizibilă de cultură ori o singură colonie este înregistrată drept CMI Apariția mai multor colonii la concentrații de câteva ori mai mari ale substanței test față de cea care inhibă majoritatea microorganismelor trebuie investigată prin subcultivare și retestare Cauzele pot fi; contaminare, variante rezistente, microorganisme producătoare de Ș-lactamaze sau recultivarea microorganismelor după inactivarea substanței test, în caz de incubare prelungită 2) Verifică dacă CMI ale tulpinilor de referință se încadrează între valorile cunoscute (tabelul 22-1) Ori de câte ori se impune, analizează cauzele deviațiilor neacceptate pentru valorile CMI (v tabelul 23-2) 3) Raportează CMI obținute cu fiecare substanța test și tulpina testată la punctele de ruptură care definesc categoriile de sensibilitate (v tabelul 23-3) 4) Comunică pentru fiecare tulpină atât CMI cât și categoria de sensibilitate 22 1 1 2 Tehnica microdiluțiilor în agar este accesibilă laboratoarelor care dispun de facilitățile necesare (boxa de siguranță microbiologică cu aer laminar, plăci din material plastic cu godeuri pentru microdiluții, boxă de securitate antiepidemică de clasă II pentru manipulări) în momentul preparării săptămânale a plăcilor Petri pentru tehnica macrodiluțiilor în agar, pipetează fiecare concentrație de antimicrobian pe o placă pentru microdiluții până la umplerea godeurilor corespunzătoare cu mediu agarizat Astfel fiecare șir de 423 Tabelul 22-1 Concentrațiile Minime Inhibitorii (mg/L) ale tulpinilor de referința pe mediu Mueller Hinton (MH) și Iso-Sensitest (ÎS) fără adaos de sânge Cf, EUCAST Definitive Document E, Def 3,1 - 2000 • Determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibacterial agents by agar dilution European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) Agent antimicrobian Escherichia coli ATCC 25922 NCTC 12241 CIP 76 24 MH (IS) agar Екітсіші coli ATCC 10536 NCTC 10418 CIP 54,127 (ISagar) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NCTC 12934 C1P76 110 MH(IS)agar Pseudomonas aeruginosa ATCC 25668 NCTC 10662 CIP 103837 (ISagar) Staphylococcus aureus ATCC 29213 NCTC 12973 CIP 103429 MH (IS agar) Slaphylococcus aureus ATCC 9144 NCTC 6571 CIP 53 154 IS agar Enterococcus faecalis ATCC 29212 NCTC 12697 CIP 103214 MH (IS agar) Amikacina 1(1) 0,5 2(2) 2 2(2) 1 128 (128) Ampicilina 4(4) 2 - 0,5 0,06 l(D Ampicilina/ Sulbactam - - Amoxicilina 4(4) 2 - - 0,125 ~ 0,5) Amoxicilina/ Ac clavulanic 4/2 (4/2) 2/1 - -(0,25/0,125) 0,125/0,06 0,5/0,25 (0,5/0,25) Azitromicina - - 1(0,125) 0,125 - Aztreonam 0,125 (0 25) 0,03 4(2) 4 - - - Carbenicilina 8 2 32 32 4 0,5 32 Cefaclor 2(2) 1 2(D 1 Cefamandol 0,5 - 0 5 0 25 — Cefazolin 2 - - 0,5 - - Cefepime 0,03 - 2(2) - 2 - Cefixime 0,5(0,25) 0 06 - 16 16(16) g - Cefonicid 0 5 "" - - 2 - Tabelul 22-1 (continuare) Agent antimicrobian Esclierichia coli ATCC 25922 NCTC 12241 CIP 76 24 MH (IS) agar Esclierichia coli ATCC 10536 NCTC 10418 CIP 54 127 (ISagar) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NCTC 12934 CIP76 110 MH (IS) agar Pseudomonas aeruginosa ATCC 25668 NCTC 10662 CIP 103837 (ISagar) Staphylococcus aureus ATCC 29213 NCTC 12973 CIP 103429 MH (ISagar) Staphylococcus aim ATCC 9144 NCTC 6571 CIP 53 154 ÎS agar Enterococciis ATCC 29212 NCTC 12697 CIP 103214 MH (ISagar) Cefoperazona 0,25 - 4 - 2 - - Cefotaxim 0,125 (0,06) 0,03 8(8) 8 2(D 0,5 -(32) Cefotetan 0,125 0,06 - - 8 4 Cefoxitin 2 4 - - 2 2 - Cefpirom -(0,03) 0,03 -(1) 4 -ВД - -(16) Cefpodoxim 0,5(0,25) 0,25 - 128 2(2) 0,25 - Cefsulodin - - - 2 - - Ceftazidime 0,125 (0,25) 0,06 2(1) 1 8(8) 1 - Ceftizoxim 0,06 0,008 32 - 4 2 - Ceftriaxone 0,06 0,03 16(8) 8 2(2) - - Cefuroxim 4 2 - - KD 0,5 - Cefalexin 8(8) 4 - - 4(4) 1 - Cefalotin 8(8) 4 - - 0,25 (0,25) 0,5 -(16) Cefradine - 4 - „ - 2 - Cloramfenicol 4 2 - 128 4(2) 2 8(4) Ciprofloxacin 0,008 0,015 0,5(0,25) 0,25 0,25(0,5) 0,125 0,5(1) Claritromicina - - - - 0,25 0,12 Clindamicin - - 0 125 (0,06) 0 06 8(8) Colistin 1 0,5 0,5 2 - - - Enoxacin 0,125 0,25 4 1 1 0 5 4 Tabelul 22-1 (continuare) А К) Agent antimicrobian Escherichia coli ATCC 25922 NCTG 12241 CIP 76 24 MH(IS)agar Escherichia coli ATCC 10536 NCTC10418 CIP 54 127 (ISagar) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NCTC 12934 CIP 76 110 MH(IS)agar Pseudomonas aeruginosa ATCC 25668 NCTC 10662 CIP 103837 (IS agar) Staphylococcus aureus ATCC 29213 NCTC 12973 CIP 103429 MH (ISagar) Staphylococcus aureus ATCC 9144 NCTC 6571 CIP 53 154 IS agar Enterococcus faecalis ATCC 29212 NCTC 12697 CIP 103214 MH (ISagar) Eritromicină - - - 0,5(0,25) 0,125 2ffl Fleroxacin 0,06 0,06 2 1 0,5 0,5 4 Acid fuzidic - - - -W) 0,06 -(2) Gatifloxacin 0,015 - 1 - 0,03 Gentamicină 0,5 (0,5) 0,25 1(1) 2 0,25 (0,25) 0,125 8(8) Imipenem 0,125 (0,125) 0,06 2(1) 2 0,03(0,015) 0,015 1 (0,5) Kanamicina 2(1) 1 - 1 2 2 32 Levofloxacin 0,016 0,03 1(0,5) 0,5 0,125 (0,25) 0,125 0,5 Linezolid - - - - 0,5 - Loracarbef 1(1) 0,5 - 1(1) 0,5 - Mecilinam -(0,125) 0,125 - 8 -(64) 8 - Meticilina - 1(2) , 1 - Meropenem 0,016 (0,008) 0,015 0,5(0,25) 2 0,06 (0,06) 0,03 4(2) Mezlocilin 4 2 16 8 2 0,5 2 Moxalactam 0,25 0,03 16 8 8 8 - Moxifloxacin - 0,03 -(2) 2 - 0,06 -(0,25) Mnpirocin - “■ - - “(0,125) 0,25 - Acid nalidixic 2 2 - - -(128) - - Neomicina - - 32 0,125 - Netilmicina 0,5 0,5 2 1 - 0,25 8 Nitrofurantoin 8 4 - - 16(16) 8 8(8) Norfloxacin 0 06 0,06 2(1) 1 III) 0,25 2(2) Tabelul 22-1 (continuare) Agent antimicrobian Escherichia coli ATCC 25922 NCTC 12241 CIP 76 24 MH(lS)agar Escherichia coli ATCC 10536 NCTC 10418 CIP 54 127 (ISagar) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NCTC 12934 CIP76 110 MH (IS) agar Pseudomonas aeruginosa ATCC 25668 NCTC 10662 CIP 103837 (ÎS agar) Staphylococcus Ш ATCC 29213 NCTC 12973 CIP 103429 MH (ISagar) Staphylococcus aureus ATCC 9144 NCTC 6571 CIP 53 154 IS agar Enterococcus faecalis ATCC 29212 NCTC 12697 CIP 103214 MH (ISagar) Ofloxacin 0,03 0,06 2(1) 1 0,25 0,25 2(2) Oxacilin - - - - 0,25(0,5) 0,25 Pefloxacin 0,06 - 0,5 - 0,25 Penicilina - - - - 0,5(0,125) 0,03 2(2) Piperacilina -2(2) 0,5 2(2) 4 2(1) 0,25 2(2) Piperacilina/ Tazobactam 2/4 2/4 0,5/4 2/4 Quinupristin/Dalfo-pristin - - - - 0,5(0,25) 0,125 4(1) Rifampicina 16 16 32 - 0,016 (0,004) 0,004 2(2) Sulfisoxazol 16 - - 64 - 64 Sulfametoxazol - 16 - 64 Teicoplanina - - - 0,5 (0,5) 0,25 0,12 5(0,25) Temocilina - 2 - - - Tetraciclină 2 1 16(32) 0,5 (0,5) 0,125 ' 16(16) Ticarcilina 4 1 16 16 4 0,5 32 Ticarcilina/Ac clavulanic 4/2 - 16/2(16/4) 32/4 1/2 32/2 Tobramicina 0,5 (0,5) 0,25 0,5 (0,5) 0,5 0,25(0,5) 0,125 16 Trimetoprim 1 0,125 - 32 2(0,5) 0,25 -(0,25) Trimetoprim/sulfa metoxazol - - - - - - Vancomicina - - - 1(1) 0 5 22)' godeuri al plăcii oferă gradientul concentrațiilor de antimicrobian necesar testării unei tulpini Plăcile închise etanș și păstrate la 4°C pot fi utilizate în interval de o săptămână Prepararea inoculului, insămânțarea, incubarea, citirea și interpretarea sunt similare tehnicii microdiluțiilor în agar 22 1 2 Tehnica diluțiilor în bulion Deși costul acestei tehnici este ridicat, ea este indicată în mod special în situații de urgență (când se testează un număr redus sau o singură tulpină) și ca prim timp Ia cuantificarea efectului acid al antibioticelor (vezi 22 2 1) Tehnica este contraindicată pentru: • testarea gonococilor, din cauza autolizei în aceste condiții de cultivare; • testarea suifamidelor și trimetoprimului, pentru ca până la inhibiția creșterii se succed câteva generații care falsifică punctul final al citirii Metoda descrisă în documentul E Dis 5 1 „Determinarea concentrațiilor minime inhibitorii (CMI) ale agenților antibacterieni prin metoda diluțiilor în bulion” al EUCAST are la baza metoda propusă de Erricson și Sheris Necesar: 1) Bulion Mueller-Hinton suplimentat cu Ca2* și Mg2+ (revezi 21 2 1); pentru microorganisme fastidioase, mediul se poate suplimenta cu sânge defibrinat sau lacat în concentrație de 3-5% (streptococi), sânge lacat și 20 ml/L P NAD {Haemophilus}, dar sunt încă necesare date comparative pentru evaluarea performanțelor acestor medii 2) Soluții stoc de substanța test 3) Pipete gradate sterile de 1, 2 și 5 ml 4) Cultură în faza logaritmică a tulpinilor de referință 5) Etalonul 0,5 din scara Mc Farland Procedura : 1) Pregătirea tuburilor cu gradientul concentrațiilor de substanțe test - Decongelează câte un tub din soluția stoc a fiecărei substanțe test - Prepară în bulion Mueller-Hinton suplimentat cu Ca2+ și Mg2~gradientul de concentrație necesar (v tabelul 21-6) - Repartizează câte 1 ml din fiecare diluție în șiruri de tuburi corespunzătoare marcate: unul pentru tulpina martor și câte unul pentru fiecare tulpină testată 2) Pregătirea inoculului Etalonează cultura tulpinii de testat conform indicațiilor de la tehnica diluțiilor în agar (22 1 1) Diluează cu bulion Mueller-Hinton cultura etalonată după cum urmează: 1 /200 pentru enterobacteriacee și stafilococi și 1/1000 pentru pseudomonade Asiguri astfel un inocul cu aproximativ 5xl05UFC/ml La etalonarea suspensiilor de Haemophilus influenzae ține cont de vârsta culturii, pentru ca la o densitate de 0,5 McFarland din cultura de 16-18 ore pe agar șocolat sunt 4xl08 organisme viabile/ml, iar din cultura de 24 ore numai l-2xl0s organisme viabile/ml Mai mult de 5xl05 UFC Haemophilus/vaL pot falsifica, prin efect inoculum, valorile CMI ale cefalosporinelor pentru tulpinile producătoare de P-lactamaze 428 Se recomandă controlul periodic al densității inoculului prin numărătoarea unităților viabile: e g prin prelevarea a 10 pi din tubul control și diluarea în 10 ml ser fiziologic, urmată de etalare a 0,1 ml din cultura diluată pe o placă cu mediu de cultură, incubarea și numărarea coloniilor Pentru controlul purității se controlează creșterea pe medii neselective a inocului, prin cultivare peste noapte 3) însămânțarea tuburilor Pipetează în fiecare tub al gradientului de concentrații câte 1 ml din suspensia standardizată a tulpinii testate Agită pentru omogenizare 4) Incubarea Menține tuburile insămânțate, cu capac sau dop etanș, timp de 16-20 ore la 37°C, în aer atmosferic Pentru Haemophilus și streptococi, incubația trebuie prelungită la 24 h Pentru testarea stafilococilor, vezi 2 4 1 Pentru testarea sensibilității la Ș-lactamine a microorganismelor producătoare de Ș-lactamaze este indicată utilizarea unui test pentru determinarea producerii de p-lactamaze Controlul de calitate 1) Inoculează un șir de tuburi cu tulpină de referință 2) Inoculează tulpinile testate și tulpina de referință în câte un tub cu bulion tară substanță test pentru controlul creșterii 3) într-un tub cu cea mai mare diluție de substanță test pipetează 1 ml bulion pentru controlul sterilității Incubează martorii în aceleași condiții cu testul Citirea și interpretarea 1) Urmărește, comparativ cu martorii pentru cultivarea tulpinii și sterilitatea bulionului, concentrația cea mai mică de substanță test care inhibă complet creșterea 2) Verifică dacă CMI a tulpinii de referință se încadrează între valorile cunoscute (v tabelul 22-1) Analizează cauza eventualelor neconcordanțe pentru remediere (v tabelul 23-2) ’ 3) Raportează CMI la punctele de ruptură care definesc categoriile de sensibilitate (v tabelul 23-3) 4) Comunică atât CMI cât și categoria de sensibilitate corespunzătoare 22 1 3 Tehnica punctelor de ruptură Tehnica punctelor de ruptură în mediul agarizat restrânge testarea la una sau două concentrații critice care definesc categoriile de sensibilitate în funcție de grupul microbian (enterobacteriacee, pseudomonade, coci gram-pozitivi s a ) sau particularitățile focarului infecțios (infecții sistemice, infecții urinare etc ) Avantajele metodei sunt: • simplitatea, • economia, • citirea ușoară, vizuală sau automatizată, fără ambiguități Citirea automatizată scurtează semnificativ incubația și permite prelucrarea computerizată a rezultatelor Are câteva dezavantaje, care nu îi limitează însă indicațiile: • Nu informează asupra gradului rezistenței (raportul dintre CMI și punctele de ruptură) • Reproductibilitatea mai redusă la speciile cu distribuție unimodală a valorilor CMI a fost atenuată prin plasarea punctelor de ruptură spre mijlocul curbelor de distribuție cu precauția de a le păstra însă în zona farmacologic verosimilă 429 • Absența (încă) a unui consens pentru alegerea celor mai indicate tulpini de referință Ideal se impun tulpini sensibile, rezistente și intermediare pentru fiecare categorie microbiană testată Sisteme comerciale Bazate pe testarea față de concentrațiile critice de antibiotice, au fost imaginate galerii, din plastic diferențiate pentru antibiograma majorității genurilor si speciilor (bacterii, levuri) izolate din infecțiile sistemice sau localizate (urinare, genitale, cutanate, auriculare, oculare) Ele permit: • atât citirea vizuală a rezultatelor, după 24 ore de incubare, • cât și citirea automatizată, după numai 4-5 ore de incubare Cuplat cu citirea automată, un sistem expert de prelucrare computerizată a rezultatelor identifică fenotipurile de rezistență și garantează fiabilitatea testării prin validarea rezultatelor, reperarea și corectarea erorilor etc Piața este dominată de două categorii de asemenea sisteme: sistemele Vitek (Vitek-ATB Expression, Bio-Merieux-Marcy-l’Etoile-France; Vitek-Systems, Inc , Hazelwood, MO-U S A ) și Microscan (Microscan, Baxter Healthcare Corp , West Sacramente, CA - U S A ) Cei interesați asupra automatizării în testarea sensibilității bacteriilor la antibiotice cu posibilitățile, avantajele și limitele ei pot consulta tratatul lui V LORIAN (1986) 22 1 4 Testul E Testul E (comercializat de A-B Biodisk, Solna, Sweden; В MD, Mame-La-Vallee, France) imbină acuratețea testării cantitative și simplitatea testării difuzimetrice cu mare economie de timp Pe o suprafață a unei langhete de 5 mm/50 mm din plastic inert, neporos este fixat un gradient exponențial de antibiotic, desicat și stabilizat, cu 15 diluții între 0,016 si 256 mg/L sau 0,002 și 32 mg/L, iar pe cealaltă suprafața este marcată scală de lectură în pg/ml corespunzătoare CMI Pe suprafața unei plăci cu mediu agarizat preînsămânțată cu tulpina testată în condiții standardizate (vezi 23 1) langhetele cu antibiotic sunt depuse radiar După incubare corespunzătoare, CMI este indicată de intersecția dintre zona eliptică de inhibiție a culturii și scala de gradiente a langhetei Deși scump, testul este fiabil, reproductibil și permite determinarea concomitentă, pe aceeași placă, a CMI ale mai multor antibiotice pentru bacterii aerobe sau anaerobe, supravegherea pacienților pe parcursul terapiei antimicrobiene pentru a surprinde selectarea de clone rezistente (e g , față de ampicilină în meningitele determinate de H influenzae), testarea pneumococilor față de p-lactamine, a entero-cocilor față de aminoglicozide cu depistarea rezistenței cu nivel înalt, a enterobacteriaceelor producătoare de Ș-lactamaze cu spectru extins 22 1 5 Impactul dozării CMI asupra studiului epidemiologie al rezistenței la agenții antimicrobieni Determinarea CMI permite nu numai decizii terapeutice mai subtile, ci facilitează și analiza epidemiologică a rezistenței la agenții antimicrobieni Prima valorificare a acestor posibilități au facut-o M FINLAND și colab (1976) prin calcularea curbelor cumulative ale CMI (fig 22-1) Ordonarea tabulară sau 430 CONCENTRAȚII MINIME INHIBITOARE (CM|):/ig/ml Fig 22-1 Sensibilitatea la cloramfenicol și ampicilina a tulpinilor fecale ale unor serovaruri de Salmonella Шепса izolate din Estul României între 1961 și 1980, reprezentata prin curbele cumulative ale CMI (BUIUC și colab , 1982) £ W Ampicilina Ідд/ліІ Sensibil 1 r taislenl u N) UI O N) CM1) cu precauția de a incuba plăcile 48 ore la 35-37°C Citirea și interpretarea: Verifică dacă inoculul final a cuprins intre 105 și IO6 UFC/ml, și anume cât Identifică tubul în care numărul de bacterii viabile inoculate inițial a scăzut cu cel puțin 3 log!o (99,9% din bacterii omorâte) Acest tub conține CMB a antibioticului testat: e g , dacă în fiecare tub ai insămânțat 5xl04 UFC, CMI s-a realizat în tubul 4 cu 64 mg substanță test/L, iar creșterea pe plăcile de cuantificare prin metoda Miles și Misra a fost: 70 colonii pe placă 4,4 colonii pe placa 3 (mai puțin decât letalitatea calculată de 99,9%) cu absența creșterii pe placa 2, atunci CMB s-a realizat în tubul 3 care conține 128 mg substanță test/L Concentrația minimă bactericidă nu poate fi determinată prin efectul letal 100% din cauza existenței în orice populație bacteriană testată a organismelor persistente care, retestate, sunt de fapt tot atât de sensibile ca și populația parentală Persistente rămân acele organisme'care în momentul testării erau în stare dormantă sau de multiplicare mai lentă Controlul de calitate: Determină în paralel, CMB pentru tulpina de referință corespunzătoare și verifică dacă se încadrează între valorile cunoscute Recomandăm lucrarea lui REIMER și colab (1981) privind valorile CMB ale 44 agenți antimicrobieni asupra tulpinilor de referință ATCC Dezavantaje: Reproductibilitatea CMB este mediocră Rezultatele trebuie interpretate cu precauție din cauza variabilelor care pot interveni în testare: • Testarea unei probe intrată în faza staționară accentuează efectul paradoxal în finalul fazei exponențiale: o creștere progresivă a numărului UFC în cel puțin 3 concentrații imediat superioare CMI Efectul paradoxal poate fi ignorat la testarea CMB fața de 5 aureus, dar trebuie tinut cont de el când testăm antibiotice Ș-lactamice față de bacili gram-negativi care pot produce (3-lactamaze inductibile (e g , Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter, Enterobacter s a — vezi 23 4 2 ) • Adsorbția bacteriilor din inocul pe peretele tuburilor, cu toate eforturile de a alege și spăla îngrijit sticlăria, de a pipeta inoculul sub nivelul fluidului fără agitarea tuburilor după inoculare • Agregarea bacteriilor în creștere, cu tot efortul de a agita tuburile după 20 ore de inoculare 434 22 2 2 Tehnica determinării timpului de omorâre (time-kiliing) Principiu: Cultivăm un inocul standardizat al tulpinii testate într-o concentrație clinic verosimilă de antibiotic și determinăm la intervale fixe (momentul inițial 2, 4, 8 și 24 ore) procentul bacteriilor viabile pentru a caracteriza în final, printr-o curbă, cinetica letalității bacteriene Indicații uzuale: • testarea noilor antibiotice; • testarea acțiunilor antibioticelor asociate; • testarea toleranței la un antibiotic în curs de evaluare este utilitatea metodei pentru inițierea și monitorizarea anti-bioticoterapiei Proba: Revezi 22 2 1 Necesar: Revezi 22 2 1 Procedura : 1) Repartizează în tuburi din sticlă volume de 10 ml dintr-un bulion care satisface exigențele nutritive ale bacteriei testate Adaugă suficientă soluție de substanță test pentru a obține o concentrație finală apropiată punctului (punctelor) de ruptură (v tabelul 23-3) Utilizarea de flacoane cu 20-100 ml mediu ameliorează reproductibilitatea prin numărul mai mare de organisme testate 2) Ajustează cultura tulpinii testate la densitatea etalonului 0,5 Mc Farland 3) Pipetează în fiecare tub sau flacon (inclusiv martorul de creștere și testul) tară a stropi, imediat sub nivelul de lichid, câte 0,1 ml inocul pentru fiecare 10 ml bulion Asiguri astfel un inocul final de 105-6 UFC/ml ; 4) Incubează tuburile la 35-37°C 5) în momentele prestabilite pentru numărarea UFC (0,4,8 și 24 ore) suspensionează prin agitare bacteriile adsorbite pe sticlă și transvazează 0,5 ml în 4,5 ml soluție izotonă sterilă și efectuează diluții de la 10’’ la IO-4 6) Cuantifică imediat bacteriile viabile din fiecare diluție (revezi Capitolul 6) cu precauția de a repicâ un inocul de minimum 0,01 ml, dar nu mai mare de 0,1 ml per placă Numără coloniile dezvoltate după 24 și 48 ore de incubare la 35-37°C Citirea și interpretarea: Trasează curba cineticii de omorâre a bacteriei testate pilotând pe ordonata log10 al UFC, iar pe abscisă timpul de expunere la substanța test Efect bactericid este înregistrat când, în raport cu martorul de cultivare, în momentul observației se constată scăderea numărului de UFC cu cel puțin 3 log]0(99,9 % omorâre) La testări față de concentrații mari (> 4 x CMI) efectul antibioticului se poate prelungi și pe plăcile de numărare a bacteriilor viabile Antibioticele cu efect inoculum1 își prelungesc efectul chiar la testarea față de concentrații egale cu CMI Prelungirea efectului antibiotic poate fî depistată și prevenită: 1) Depistarea: Depune, la extremitatea unui diametru, pe o placă cu mediu preîncălzit, 0,1 ml din suspensia bacteriana în condiții de testare (adica în prezența antibioticului) Epuizează acest inocul în striuri pe toată suprafața plăcii După 10-20 minute, necesare absorbției antibioticului în mediu, descrie încrucișat al doilea șir de striuri peste toată 1 Creșterea marcantă a CMI când testarea se face cu un inocul mai dens Fenomenul apare la antibiotice inactivate enzimatic (e g , p-lactaniine) La testarea cu un inocul mai dens, indivizii sensibili pot fi protejați de enzima produsă de cei rezistenți 435 suprafața plăcii Incubează corespunzător Lipsa creșterii în zona striurilor inițiale de epuizare indică efect antibiotic prelungit 2) Prevenirea poate fi făcută, după caz, prin una din următoarele trei modalități: • Diluții seriate de la IO'1 la IO-4a suspensiei testate • Spălarea bacteriilor din eșantionul prelevat pentru cuantificare Bacteriile sunt prinse pe suprafața unei membrane filtrante cu pori de 0,22 pm, spălate cu soluție salină izotonă și imediat suspensionate la volumul inițial în aceeași soluție • Ingrediente inactivante incluse în mediul de cuantificare a bacteriilor viabile: e g , câte 0,15 U/ml de P-lactamaza tip I și tip II, produsă de Bacillus cereus, pentru inactivarea P -lactaminelor; NaCl pentru inactivarea aminoglicozidelor 22 2 3 Depistarea toleranței Toleranța este o formă particulară de rezistență a stafilococilor și streptococilor în special la antibiotice (3-lactamice manifestată printr-un raport CMB/CMI de cel puțin 1:32 (cel puțin 5 log2) Poate fi responsabilă de eșecuri terapeutice în stafilococii în care este necesar efectul acid al antibioticelor (e g , septicemii) Cel puțin trei mecanisme explică toleranța la antibiotice: efectul paradoxal, toleranța fenotipică și un defect genetic al enzimelor autolitice 1) Efectul paradoxal apare mai ales la testarea față de antibiotice active asupra peretelui celular și constă în creșterea proporției bacteriilor viabile în concentrațiile de antibiotic imediat superioare CMI Apariția fenomenului la concentrațiile mari de peniciline poate fi pusă în legătură cu o acțiune bacteriostatică primară, prin deprimarea sintezei proteice, care inhibă creșterea activă necesară manifestării efectului bactericid precum și cu efectul litic asupra ARN 2) Toleranța fenotipică, posibilă la toate tulpinile testate, este legată de condiții ale creșterii insuficient definite 3) Deficienta genetică a enzimelor autolitice, care controlează creșterea bacteriană, deprimă efectul bactericid al penicilinelor Determinarea raportului CMB/CMI prin tehnica diluțiilor depistează toleranța, dar nu diferențiază mecanismul fenotipic de cel genetic Această diferențiere o poate face numai studiul cinetic al efectului bactericid: • în toleranța fenotipică rata inițială a letalității este mare, similară cu a tulpinilor non-tolerante, pentru ca apoi să scadă, proporția organismelor viabile rămânând mai mare de 0,1% • în toleranța genotipică rata letalității este scăzută pe tot parcursul observației 22 3 TESTAREA SENSIBILITĂȚII BACTERIILOR ANAEROBE 22 3 1 Considerații generale Rezultatele antibiogramei anaerobe sunt, din mai multe motive, rar utile pentni cazuri individuale: • frecvent sunt implicate în infecții plurimicrobiene, mai ales endogene; • contiguitatea focarului infecțios cu suprafețe normal colonizate ale organismului face dificilă, uneori imposibilă, argumentarea semnificației clinice a izolatelor; 436 ШіШ Substanțe test recomandate pentru testarea sensibilității bacteriilor anaerobe (WEXLER și DOERN: 1995: NCCLS 1993b: MANDEEE și colab 1992) Agentul antimicro-bian11 Anaerobi gram-negativi Anaerobi gram-pozitivi B fragifis B fragilis (W) Provotella Porpltymoiias Fusobiicteriiim Adinoîiiyces Arachuid Clostridii Alții C dijîcile C ale gangrenei gazoase Peniciline Penicilina 2 1 1 1 1 Ampicilina 2 Amoxicilina-acid 2 2 clavulanic Ampicilina-sulbactam 2 2 Mezlocilina 2 Piperacilina 2 Riperacilina 2 tazobactam 2 Ticarcilină 2 Ticarcilina-acid 2 2 2 clavulanic Cefalosporine Cefmetazol 2 2 Cefotaxima 2 Cefotetan 2 2 Cefoxitină 2 2 2 2 Ceftizoxima 2 2 Carbapeneme Fmipenem 1 1 o 2 2 Altele Clindamicina 2 1 2 2 2 Cloramfenicol 2 2 Metronidazol 1 1 1 2 1 2 Tetraciclină 2 2 xj Simbol uri: I = Medicamente de elccțic: testează și comunică: 2 Medicamente alternative: testează doar în cazuri individuale, comunică selectiv • izolarea si identificarea acestor bacterii exigente este laborioasă și, frecvent, necesită un timp inacceptabil pentru decizia clinică; • focarul de infecție este particularizat prin necroză tisulară și supurație, condiție în care primează drenajul chirurgical protejat prin antibioticoterapie empirică de primă intenție; Variații regionale ale sensibilității obligă însă la supravegherea epidemiologică a rezistenței față de antibiotice a bacteriilor anaerobe, care se poate face în laboratoare clinice competente sau în laboratoare de referință Testările individuale se limitează, în aceste condiții, numai la izolate din hemoculturi sau din focare supurative metastatice Gama substanțelor test față de care este indicată testarea bacteriilor anaerobe apare în tabelul 22-2 De-a lungul anilor au fost propuse mai multe metode și tehnici pentru antibiograma bacteriilor anaerobe Deși nu există încă un consens, experiența mai multor laboratoare a permis o ierarhizare a metodelor după criteriul reproductibilității rezultatelor Metode și tehnici recomandate • Metoda macrodiluțiilor în agar sau în bulion va fi detaliată mai jos • Tehnici de microdiluții în bulion Galerii de godeuri cu microdiluții de antibiotice sunt comercializate în stare congelată sau liofilizată Așa este, spre exemplu, sistemul Vitek-ATB Expression, bio-Merieux, Marcy TEtoile, France, care restrânge gama diluțiilor la diluțiile critice (revezi 22 1 4) și oferă galeria ATB-ANA, care testează față de 25 antibiotice • Testul E (revezi 22 1 4 ), adaptat la condițiile incubării anaerobe, are fiabilitate și reproductibilitate similare cu testarea anaerobilor prin diluții • Testul striului spiral, comercializat de Spiral Systems Instruments, Bethesda, Md U S A : tulpina testată este însămânțată în striu radial pe o placă cu mediu agarizat în care antibioticul realizează un gradient de concentrații care descrește dinspre centru spre periferie și acest test se corelează bine cu tehnica diluțiilor în agar Testarea (3-lactamazei prin tehnica discului cu nitrocefîn (vezi 23 5) Metode și tehnici contraindicate: • Metoda difuzimetrică cu discuri pentru bacterii anaerobe • Tehnica de eluție a discurilor în bulion, o variantă a tehnicii punctelor de ruptură Rezultatele sunt nesatisfacătoare comparativ cu tehnica diluțiilor în agar sau cea a microdiluțiilor în bulion • Testarea fi-lactamazeiprin tehnica iodometrică sau acidimetrică este contraindicată din cauza proporției mari a rezultatelor fals pozitive 22 3 2 Tehnica diluțiilor în agar Procedează conform precizărilor de la 22 1 1, cu următoarele precauții: 1) Diluează antibioticele indicate (v tabelul 22-3) în agar Wilkins-Chalgren suplimentat 5% cu sânge lacat sau agar Brucella suplimentat cu vitamina K, (lpg/ml hemina (5% pg/ml) si 5% sânge lacat de cal (vezi Cap 39), 438 2) Prepară inoculul pornind de la cultura de 24-72 ore a tulpinii testate pe agar-sânge anaerob și folosind bulion tioglicolat, bulion Brucella sau mediul Wilkins-Chalgren tară agar Din suspensia etalonată la densitatea standardului 0,5 Mc Farland însămânțează cca 1 pl pentru a asigura 10s UFC per spot, deci de 10X mai mult decât pentru testarea bacteriilor aerobe 3) Așteaptă, la temperatura camerei, adsorbția completă a inoculului 4) Incubează plăcile 48 ore la 35°-37°C anaerob în atmosferă cu 4-7% CO2 5) Citește rezultatele pe fond negru urmărind, comparativ cu martorul de cultivare, cea mai mare diluție la care creșterea este absența sau apare numai ca o umbră ori câteva colonii pitice Controlul de calitate • însămânțează și urmărește câte o placă cu mediu fără antibiotic incubată anaerob (martor de creștere) și aerob (martorul absenței contaminanților aerobi sau facultativi) • însămânțează pe fiecare placă un spot a două din cele trei tulpini martor: Bacteroi-des fragilis ATCC 25285, B thetaiotaomicron ATCC 29741 sau Eubacterium lentum ATCC 43055 Verifică dacă CMI ale tulpinilor martor sunt cuprinse între valorile cunoscute (tabelul 22-4) Tabelul 22-4 Valorile acceptate pentru CMI (mg/L) față de tulpinile anaerobe de referință determinate prin tehnica diluțiilor în agar; exemple din standardul M11-A6 NCCLS (2004) Agentul antimicrobian Bacteroides fragilis ATCC 25285 Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741 Eubacterium lentum ATCC 43055 Amoxicilină-acid clavulanic 0 25-1 0 5-2 NR: Ampicilina 16-64 16-64 — Ampicilină-suibactam (2:1) 0 50-2 0 5-2 0 25-2 Cefmetazol 8-32 32-128 4-16 Cefotaximă 8-32 16-64 64-256 Cetbtetan 4-16 32-128 32-128 Cetbxitinâ 4-16 8-32 4-16 Ceftizoximă NR 4-16 16-64 Clindamicină 0 50-2 2-8 0 06-0 25 Cloramfenicol 2-8 4-16 — Imipenem ' 0 03-0 12 0 06-0 25 0 25-1 0 Melronidazol 0 25-1 0 5-2 — Mezlociiină 16-64 8-32 8-32 Penicilină0 16-64(8-32) 16-64(8—32) - Piperacilina 2-8 8-32 8-32 Piperacilină-tazobaclam 0 12/4-0 5/4 4/4—16/4 4/4-16/4 Tetraciclină 0 12-0 5 8-32 — Ticarcilină 16-64 16-64 16-64 Ticarcilină-acid clavulanic NR 0 5-2 16-64 :iNR: fie rangul valorilor CMI nu este încă recomandat, fie este prea larg pentru ca tulpina să poata funcționa ca referințăa pentru antibioticul respectiv bPentru penicilină valorile sunt exprimate în U/ml iar între paranteze în mg/L 439 Interpretează rezultatele conform punctelor de ruptură recomandate de către CLSI/ fost NCCLS (tabelul 22-5) Tabelul 22’5 Cheia pentru interpretarea valorilor CMI la testarea sensibilității bacteriilor anaerobe față de agenții antimicrobieni; exemple din standardul M11-A6 NCCLS (2004) Agentul antimicrobian CMI (pg/ml) Sensibil Intermediar Rezistent Amoxicilină-acid clavulanic 16/8 Ampicilina 8a Ampicilina-sulbactam 32/16 Cefmetazol ^16 32 >64 Cefotaxima 64 Cefotetan 64 Cefoxitină 64 Ceftizoxima 128 Clindamîcină 8 Cloramfenicol 32 Imipenem 16 Metronidazol 32 Mezlocilină 128 Penicilină 8a Piperacilina 128 Piperacilină-tazobactam 128/4 Tetraciclină 16 Ticarcilinî 128 Ticaarcilinî-acid clavulanic 128/2 a Se pot obține concentrații sanguine mai mari ale antibioticului; de aceea infecții cu tulpini neproducătoare de p-lactamază pot fi tratate chiar dacă au CMI mai mari decât cele indicate 22 3 3 Tehnica macrodilutiilor în bulion ■» Această tehnică o înlocuiește pe cea a diluțiilor în agar la testarea clostridiilor cu creștere invazivă Procedează conform indicațiilor de la 22 1,3 Diluează antibioticele indicate (v tabelul 22-3) în volume de 2,5 mL bulion Bru-cella suplimentat cu 1 pg vitamina KI/mL, 5 pg hemina/mL și 1 mg NaHCO,/mL (vezi Cap 39) Diluțiile trebuie utilizate în interval de 3 ore de la preparare, dar pot fi conservate la -70°C, în tuburi ermetic închise, până la 6 luni Diluează: 1:200, în bulion de testare, inoculul etalonat la densitatea standardului 0,5 Mc Farland (vezi mai sus) și însămânțează câte 2,5 ml per tub Asiguri astfel un inocul final de cca 2,5x105 UFC/mL ’ Incubează, citește creșterea, stabilește și interpretează valorile CMI (v tabelul 22’5) 22 4 TESTAREA SENSIBILITĂȚII MICOBACTERIILOR Caracterele de cultură, particularitățile sensibilități micobacteriilor la agenții antimicrobieni ca și patogenitatea bacililor tuberculozei impun tehnici de testare diferențiate, laborioase și în condiții de securitate antiepidemică în raport cu implicarea 440 în diagnosticul micobacteriozelor, laboratoarele clinice se ierarhizează în 3 nivele: nivelul 1, de bază, în care este posibilă numai baciloscopia; nivelul 2, în care se pot face culturi cu identificarea izolatelor până la nivel de complex (adică diferențieri după viteza de creștere, pigmentogeneză, diferențierea catalazei după rezistența termică) și nivelul 3, în care sunt posibile identificări până la nivel de specie Competența pentru testări de sensibilitate a micobacteriilor la agenți antimicrobieni au laboratoarele de nivel 3 și, numai parțial, cele de nivel 2 în măsură în care au experiență și respectă o bună tehnică microbiologică (siguranța antiepidemică, control de calitate) Chiar și aceste laboratoare, pentru teste mai dificile, cu care nu sunt familiarizate, pot trimite, ocazional, tulpini laboratoarelor de referință Impactul antibiogramei în tratamentul micobacteriozelor este condiționat de: - prelevarea, expedierea și prelucrarea cât mai rapidă a probelor; - identificarea izolatelor ca bază pentru o testare corectă; - cunoașterea metodei și criteriilor de comunicare a rezultatelor testării Comunicarea rezultatelor trebuie să fie factuală pentru că responsabilitatea interpretării revine clinicianului Pentru testarea complexului Mycobacterium tuberculosis sunt utilizate patru metode: 1) Metoda concentrațiilor absolute, mai accesibilă, frecvent utilizată în Europa, dar insuficient standardizată 2) Metoda proporțiilor, mai laborioasă, dar standardizată de către NCCLS (1990) 3) Metoda raporturilor de rezistență utilizată în Anglia cu satisfăcătoare corelație clinică 4) Metoda radiometrică BACTEC 460, standardizată de către NCCLS (1990) Este o aplicație a metodei proporțiilor Compară creșterea din tubul martor (inocul 1%) cu cea din tuburile test (inocul 100%) Indicații: Scăparea de sub control a endemiei de tuberculoză, cu creșterea semnificativ peste 5% a cazurilor de infecții prin tulpini cu chimiorezistență primară, obligă la testarea izolatelor de la toți pacienții cu tuberculoză și comunicarea periodică a rezultatelor către forul metodologic Documentul pentru discuții EUCAST (Comitetul pentru Testarea Sensibilității la Antibiotice al Societății Europene pentru Microbiologie Clinică și Boli Infecțioase) E Dis 8 1/2001 recunoaște valabilitatea tuturor acestor metode și semnalează dezvoltarea recentă a altor metode de investigație a rezistenței la antibiotice a micobacteriilor, între care: - metode rapide non-radiometrice cu cultivare pentru testarea sensibilității la izoniazidă și rifampicină - noi metode fenotipice: metode utilizând amplificarea efectului biologic cu ajutorul bacteriofagilor; efectul biologic poate fi constatat fie direct, în sistem PhaB (Phage amplyfied Biologically), prin obiectivarea efectului litic al fagului eliberat din celule bacteriene care supraviețuiesc efectului antibioticului, după ce acesta infectează o bacterie indicator, cu creștere rapidă (M smegmatis), fie indirect, prin includerea în bacteria de testat a unor bacteriofagi care exprimă gena pentru luciferază, caz în care citirea se face cu ajutorul chemiluminometriei (testul luciferazei Jacobs); varianta ultimă beneficiază și de un sistem economic (Bronx Box), cu citire pe film fotografic în sistem miniaturizat 441 - metode moleculare fenotipice și genotipice; printre cele din urmă sunt enumerate: secvențierea ADN, hibridizarea în faza solidă, studiul polimorfismului ADN monocatenar, metode de analiză a ARNm Noile metode automate și metodele moleculare se află în proces de evaluare pentru standardizare la nivelul laboratoarelor de referință, care participă la studii multicentrice și în exerciții internaționale de control extern de calitate 22 4 1 Metoda concentrațiilor absolute Principiu: Suspensia, corect etalonată, a tulpinii de testat este însămânțată pe mediu fără antibiotic (martorul de creștere) și pe mediu cu anumite concentrații de medicamente antituberculoase, numite concentrații critice Sensibilitatea este indicată de concentrația cea mai mică de medicament antituberculos care inhibă total sau aproape total creșterea Proba: După sursa inoculului deosebim: metoda directă sau pe cultură primară, care folosește ca inocul însuși prelevatul patologic cu baciloscopie pozitivă, și cea indirectă, care folosește ca inocul o suspensie etalonată din primocultură sau subcultură Metoda directă oferă, teoretic, un inocul mai reprezentativ pentru populația bacilară din leziune Apare justificată mai ales în zone cu prevalență crescută a tulpinilor rezistente la medicamente antituberculoase Poate să nu satisfacă relația cost-beneficiu când micobacterii non-tuberculoase apar frecvent pe frotiuri (e g , micobacterii condiționat patogene, micobacterii de contaminare a urinei) Prelevatele sunt omogenizate și decontaminate (e g , spută) sau sunt însămânțate fără tratare specială dacă provin din zone normal sterile Densitatea optimă a inoculului o realizăm prin diluții în raport cu rezultatele baciloscopiei (tabelul 22-5) Tabelul 22-5 Indicații pentru diluarea prelevatelor in raport cu baciloscopia la testarea directă a sensibilității complexului M tuberculosis Numărul de bacili acido-rezistenți/câmp microscopic3 Diluția de testat6 Colorația Ziehl-Neelsen Colorația fluorescentă 0 10 >250 (10‘2), 10'3 Ji Mărire de 1000X la examinarea frotiurilor colorate Ziehl-Neelsen și de 450X la examinarea celor colorate fluorescent b Prepară diluțiile în apă distilata ( ) indică diluțiile pentru metoda concentrațiilor absolute; ambele diluții menționate sunt indicate pentru metoda proporțiilor Metoda indirectă este metoda de referință Verifică întotdeauna rezultatele metodei directe prin metoda indirectă Preferă primoculturi bine dezvoltate pe un mediu cu ou (uzual Lowenstein-Jensen) sau agarizat (e g , Middlebrook 7H10 sau 7H11), niciodată mai vechi de 4 săptămâni după detectarea creșterii 1) Suspensionează într-un tub 16/160 mm, care conține cca 2 ml mediu Dubos fără albumină (la nevoie poate fi folosită apă distilată) și 6-8 perle din sticlă cu diametrul de 442 1-2 mm, aproximativ 2 mm3 de cultură prelevată cu spatulă din colonii caracteristice Dispersează îngrijit, cu spatula uscată, masă bacilară, deasupra nivelului de lichid, pe peretele intern al tubului menținut înclinat înmoaie apoi spatula în lichid și continuă dispersia până obții o masă cremoasă, cu consistență tot mai redusă, pe care o poți suspensiona progresiv în lichid pentru a obține un inocul cât mai omogen cu densitate cel puțin egală cu etalonul 1 Mc Farland 2) Omogenizează conținutul tubului prin agitare 5-10 minute pe Vortex (la nevoie manual) 3) Lasă suspensia în repaus cca 30 minute pentru sedimentarea particulelor grosiere Decantează și etalonează supematantul la densitatea etalonului 1 Mc Farland 4) Diluează suspensia etalonată 1:50 în bulion Dubos fără albumină (la nevoie în apă distilată) pentru a obține un inocul cu concentrația de 2xI0M06 UFC/ml Când primocultură este săracă, însămânțează câteva colonii în bulion Dubos cu albumină și incubează cultura la 35-37°C până la densitatea etalonuiui 1 Mc Farland 5) Prepară un frotiu din suspensia finală si colorează Zeehl Neelsen pentru controlul purității Necesar: Pante cu mediul de cultură care conțin concentrațiile critice ale fiecărui medicament antituberculos (tabelul 22-7) Pot fi preparate pornind de la substanța de referință în formă de pulbere (este contraindicată folosirea formelor terapeutice) sau, preferabil, prin eluția discurilor anume impregnate cu substanțele respective (WAYNE și KRASSNOW, 1966) Tuburile cu mediul astfel condiționat pot fi conservate ermetic închise, la 4°C timp de o lună Indicații minime de testare conform îndrumarului de tehnici de laborator de bacteriologic BK (Daniela Homorodean și col - 2005): 1 tub cu hidrazida acidului nicotinic în concentrație de 0,2 mg/L și un tub cu rifampicină în concentrație de 40 mg/L Mediul de cultură indicat este agaml Middlebrook 7H10 suplimentat cu acid oleic-albumină-dextroză-catalază (OACD) Creșterea unor tulpini de M tuberculosis pe agarul 7H10 poate fi prea săracă pentru o testare corectă în asemenea situații este preferat agarul 7H11 Testarea pe mediul Lowenstein-Jensen dă rezultate insuficient reproductibile pentru ca fosfolipidele, proteinele, unii aminoacizi pe care îi conține, ca și încălzirea pentru coagulare-sterilizare fac greu de controlat activitatea antituberculoasă restantă Pirazinamida acționează numai asupra M tuberculosis fagocitat și la pH 5,2, caracteristic fagolizosomilor, care trebuie realizat și în mediul de testare Dar în mediul Lowenstein-Jensen la acest pH verdele malachit se leagă slab la compușii din ou și poate fi inhibitor pentru M tuberculosis (vezi tabelul 22-6 nota de subsol b) Folosirea mediului Lowrenstein-Jensen la testarea sensibilității micobacteriilor mai impune câteva precauții: • folosirea unor concentrații mai mari de medicamente antituberculoase (v tabelul 22-6); ' • controlul condițiilor de coagulare: baie de nisip prevăzută cu orificiu larg de ventilare (pentru a uniformiza rapid temperatura tuturor tuburilor), preîncălzirea băii întotdeauna la aceeași temperatură, introducerea concomitentă a tuburilor cu ajutorul unui stativ, coagulare timp de 45 minute la 80°C 443 д д Concentrațiile medicamentelor aiitituberculoasc recomandate, în funcție de mediul de cultură, pentru testarea sensibilității prin metoda proporțiilor sau a concentrațiilor absolute (după 1NDERLII:D și S AL11NGER 1995: BUNGETIANlI șt MOLDOVAK1987) Ши! 22-6 Medicamentul CMI (yg/ml)a tulpinilor de 1/ lubercitlosis sensibile Concentrația serica (pg/ml)’ Mediul și concentrații (țig/ml) 7HI0 7HII Lowenstein-Jensen Joasă înaltă Joasă înaltă Agenți primari Izoniazidă 0 05-0 2 4-7 0 2 1 0 2 0 2 1 Rifampicină 0 05 10 1 1 20 40 Pirazinamidă 20 45 25 50 25” Etambulol 1-5 2 5-6 5 10 7 5 2 5 Slreptomicinâ 8 25-50 2 10 2 4 10 Agenți secundari Kanamicină 5 14-29 5 6 20 Capreomicină 1-50 30 10 10 20 Cicloserină 5-20 20-40 30 30 25 Elionamidă 0 60-2 5 2-20 5 10 20 30 Acid-paraaminosalicilic 1 7 5-50 2 8 1 Agenți alternativi' Amikacină 1 16-38 Ciprofloxacină 0 25-3 2-4 Olloxacină 0 50-2 5 3-11 Rifabutin 0 06-8 0 2-0 5 ’ Realizează între 1-4 ore după administrare h Testează pe mediu Ldwwcnstcin-Jcnscn (L-J) acoperit cu strat de mediu Kirchner (L-J) acoperit cu strat dc mediu semisolid Kirchner (vezi Capitolul 39): • Prepară un mediu L-J cu concentrația de verde malachit redusă la 1/2 ajustează la pH 5,2 cu sol IN de HCI La 300 ml mediu adaugă 7,5 ml din soluția stoc cu 100 mg pirazmamidă/ml (pentru testare) respectiv 7,5 ml apă (pentru martorul dc creștere) Repartizează câte I ml în tuburi și coagulează în pantă I oră la 87"C • Adaugă la 11 mediu Kirchner I g agar și 3 g piruvat dc sodiu Ajustează la pH 5,2 cu sol 5N dc HCI La 500 ml mediu adaugă 12,5 ml soluție stoc cu 1000 mg pirazinamidă/ml (pentru testare) respectiv 12,5 ml apă apă (pentru martorul de creștere) încălzește la vapori fluenți pentru solvirca agatului Răcește la 40"C și adaugă la fiecare flacon 40 ml supliment OADC (Difco) • Acoperă panta de mediu L-J cu un strat dc 2 ml mediu semisolid Kirchner Tuburile pot li conservate 3 săptămâni la 4"C (COLLINS și colab 1989b) ' Testați numai prin metoda radiomelrică BACTEC (Iară standardizare) Procedura: 1) Etalează, pe câte o pantă cu concentrațiile critice ale fiecărui medicament antituberculos, o ansă cu bucla de 3 mm din suspensia etalonata a tulpinii testate (200010000 UFC) 2) închide etanș tuburile (capac înșurubat, dop din vată dublat cu capișon din cauciuc sau parafinat) și incubează-le trei săptămâni la 37°C Controlul de calitate: • Martorul pentru concentrațiile critice antituberculoase: însămânțează în condițiile precizate mai sus tulpina de referință H37Rv de M tuberculosis • Martorul de cultivare: însămânțează în condiții similare câte două pante de mediu fără antimicrobian cu tulpina testată și respectiv cu tulpina martor H37Rv • Citirea frotiurilor pentru confirmarea purității culturilor se face imediat după efectuare si colorare Nu se vor însămânța suspensiile bacteriene care conțin microbi de contaminare Citirea și interpretarea rezultatelor: 1) Urmărește creșterea, cu ajutorul unei lupe de mână, după 21 zile de incubare Citirea mai tardivă poate da erori prin inactivarea medicamentelor antituberculoase 2) Citește martorii de calitate: • Martorii de cultivare trebuie să aibă cel puțin 100 colonii per pantă O creștere sub 100 colonii impune repetarea testului, iar una confluentă expune la erori (falsă rezistență) prin supraaprecierea mutantelor rezistente (vezi mai jos) • Tulpina de referință H37Rv, sensibilă, trebuie să crească numai pe tuburile martor de cultivare Creșterea pe alte tuburi indică inactivarea sau subdozarea medicamentului antituberculos respectiv 3) Notează creșterea de pe martorul de cultivare și pantele de testare după cum minează: 3 + = creșterea confluentă; 2+ = colonii mici incompatibile; 1+ = între 20 și 100 colonii; între 1 și 20 colonii precizează numărul; 0=absența creșterii Empiric a fost apreciat ca prezență a mai mult de 1 % bacili rezistenți la un medicament antituberculos în populația testată duce la eșec terapeutic cu medicamentul respectiv In aceste condiții, creșterea a mai puțin de 20 colonii per pantă de testare semnifică sensibilitatea cu atât mai mare cu cât se manifestă la concentrația mai mică de medicament Subdozarea inoculului (sub 100 colonii pe pantele martor de cultivare) poate duce la aprecierea eronată a tulpinii ca sensibilă: chiar absența creșterii pe o pantă de testare poate însemna, în acest caz, peste 1% bacili rezistenți, respectiv peste 2% când creșterea la martor este sub 50 colonii Supradozarea inoculului (creștere 3+ la martorul de cultivare) poate duce la interpretarea eronată a tulpinii testate ca rezistentă Rezultatele se vor raporta pentru fiecare substanță antituberculoasă și pentru fiecare diluție, după cum urmează: - tulpină sensibilă = absența creșterii sau mai puțin de 20 de colonii pe tuburile cu substanțe antituberculoase Se va nota SENSIBIL; - tulpină rezistentă = creștere pe tubul cu substanță antituberculoasă a peste 20 de colonii Se va nota REZISTENT; - se constată dezvoltarea unor colonii microbiene de contaminare pe tuburile test sau/și pe tuburile martor Se va nota ANTIBIOGRAMA CONTAMINATA; 445 ~ nu s-au dezvoltat germeni Pe tuburile martor nu este creștere bacteriană sau sunt mai puțin de 50 de colonii Se va nota NEINTERPRETABIL; - cultura de pe tuburile martor este prea densă (creștere confluentă, peste 200 colonii) Se va nota NEINTERPRETABIL, 22 4 2 Metoda proporțiilor Principiu: Volume egale din mai multe diluții de inocul etalonat al tulpinii testate sunt însămânțate pe mediul martor și pe mediul cu concentrații critice ale medicamentelor antituberculoase pentru a putea aprecia corect proporția bacililor rezistenți Proba: Vezi 22 4 1 Pregătește pentru însămânțare diluțiile IO-2 si 10'4, ceea ce asigură cel puțin 200-300 colonii per cadran la martorul de cultivare Necesar: Plăci din plastic cu cadrane în agarul Midllebrook 7H10 sau 7H11 sunt realizate concentrațiile critice ale medicamentelor antituberculoase (v tabelul 22-7) Fiecare concentrație este turnată imediat într-un cadran Pentru martorul de cultivare trebuie rezervat un cadran cu mediu Iară antimicrobian Alternativ, concentrațiile critice pot fi obținute cu discuri impregnate cu medicament antituberculos în prealabil plasate în cadrane peste care este turnat mediul topit și răcit la 45 °C Procedura: 1) însămânțează pe seturi separate de plăci pentru fiecare diluție 100 pl din fiecare diluție de inocul 2) Incubează plăcile la 37°C închise în pungi de polietilenă și în atmosferă cu 510% CO2 3) Epuizează 1-2 picături din diluția IO-2 a inoculului pe câte o placă cu agar 7H11 și agar-sânge pentru controlul purității inoculului Controlul de calitate: Folosește tulpina H37Rv de M tuberculosis sensibilă la toate medicamentele antituberculoase Citirea: Examinează după 1 și 7 zile de incubare plăcile pentru puritatea inoculului Din momentul în care pe cadranul cu mediul fără antibiotic au crescut 50—150 colonii, numără diferențiat coloniile de pe cadranele cu concentrațiile critice ale medicamentelor antituberculoase Dacă pe cadranul martor de creștere au apărut mai puțin de 50 de colonii, repetă testul Comunicarea și interpretarea rezultatelor: Calculează, în raport cu martorul de creștere procentul coloniilor dezvoltate pe fiecare cadran de testare Tulpina testată este rezistentă la medicamentul și concentrația testată când, comparativ cu martorul de creștere, în cadranul corespunzător se dezvoltă =1% colonii Dacă pe tuburile test creșterea este mai mică decât 1 % din media numărului coloniilor de pe tuburile martor se vor reincuba tuburile corespunzătoare tulpinii respective până la 35 de zile, când se va face citirea finală Pentru medic proporția coloniilor rezistente este indicator de eficiență terapeutică, de aceea comunică rezultatele ca procente de colonii rezistente per concentrație de medicament testată și nu exclusiv prin categoria de sensibilitate Avantaje: Metoda de referință conform standardizării NCCLS (1990) Dezavantaje: Riscul manipulării culturilor în plăci Petri face ca metoda să fie interzisă laboratoarelor care nu dispun de dotări antiepidemice corespunzătoare (revezi 2 6 1 5) Impune un mediu de cultură care nu este încă utilizat curent în România 446 22 4 3 Metoda raporturilor de rezistență Această metodă apreciază sensibilitatea izolatelor prin valoarea raportului dintre CMI a tulpinii testate și a unei tulpini sensibile de referință Tulpina H37Rv de M tu-berculosis, deși folosită ca martor în unele laboratoare, nu se compară fidel cu toate tulpinile sălbatice De aceea a fost propusă compararea CMI a tulpinilor testate cu cea mai frecventă CMI a tulpinilor sălbatice sensibile din teritoriu, „modal resistance” Pregătește pante de mediu Lowenstein-Jensen cu diluții duble de medicamente antituberculoase cuprinse între limite farmacologice verosimile (v tabelul 22-7) Etalează pe două pante martor de creștere și pe fiecare pantă cu diluțiile de testare inoculul etalonat (revezi 22 4 1 ) Incubează tuburile 18-21 zile la 35-37°C Cu lupa de mână apreciază creșterea și consemnează rezultatele cantitativ conform precizărilor de la 22 4 1 Martorul de cultivare trebuie să aibă creștere 3+ sau 2+, în caz contrar rezultatul nu este validat Concentrația minimă inhibitoare este stabilită de creșterea 0 sau sub 20 colonii per pantă în caz de creștere 1+, valoarea CMI este obținută prin interpolare cu 0,5 logn spre panta de creștere 0 Un raport de maximum 2 semnifică sensibilitatea tulpinii testate, unul de 4-rezis-tentă, iar de la 8 în sus - rezistență înalta Raportul 3 caracterizează rezistența la limită cu excepția etambutolului, pentru care semnifică rezistența Metoda raporturilor de rezistență nu este utilizată în România Cei interesați pot consulta lucrările de referință ale lui COLLINS și colab , (1985) 22 4 4 Metoda radiometrică BACTEC Această metodă radiometrică triază tulpinile sensibile Ia medicamentele antituberculoase primare în interval de cca 4 zile, ceea ce atenuează costul relativ ridicat al testărilor Nu estimează proporția mutantelor rezistente din populația testată, de unde risc de erori majore la testarea unor populații mixte, ceea ce impune, în caz de rezistență multiplă, controlul purității și identificarea izolatelor testate La testarea tulpinilor sensibile, concordanța dintre metoda radiometrică și metoda proporțiilor este de cca 90% Metodele pentru testarea sensibilității micobacteriilor non-tuberculoase cu creștere lentă (complexul M avium, M genavense, M, haemophilum, M marinum, M ulcerans, M xenopi) sau cu creștere rapidă (M abcesus, M chelonae, M fortuitum) nu sunt standardizate Oricum, rămân de competența laboratoarelor de referință Cei interesați pot consulta precizările făcute de INDERLIED și SALF1NGER (1995); M kansasii poate fi testat prin metoda proporțiilor (revezi 22 4 1) 22 5 TESTAREA SENSIBILITĂȚII FUNGILOR Principiul și indicațiile testării față de medicamentele antifungice sunt similare cu cele ale testării față de medicamentele antibacteriene Proba: Cultură de agar Sabouraud sau pe mediul de testare agarizat (vezi mai jos) incubată la 30°C timp de 24 ore pentru Candida spp sau Torulopsis spp, 48 ore pentru Cryptococcus neoformans și corespunzător mai mult pentru fungii fîlamentoși însă cu 447 precauția de a prepara inoculul cu 2-3 zile înaintea formării sporilor sau conidiilor casau altă sensibilitate decât formele vegetative tinere Putem recurge la testarea prin diluții în bulion sau în mediu agarizat Singura meteci standardizată în prezent este testarea sensibilității levurilor și fungilor filamentoși prîr diluții în bulion (NCCLS, 1992, respectiv 2002) în iunie 2002, EUCAST a lansat pento discuții Documentul E Dis 7 1, Metoda pentru determinarea CMI prin diluții în bulicr pentru fungii fermentativi, în concordanță cu standardul NCCLS 22 5 L Metoda diluțiilor în bulion Metoda diluțiilor în bulion permite atât determinarea concentrației minime inhibitoare cât și a celei fungicide Necesar: Soluții stoc de antifungice (v tabelul 21-5), apă sterilă, tuburi steri’e (preferabil de 16/125 mm cu capac înșurubat, la nevoie tuburi simple 16/160 mm), pipere gradate sterile, stative pentru tuburi, un termostat la 30°C; bulion lipsit de inhibitori a: antifungicelor, în speță antagoniști ai 5-fluorocitozinei (adica peptonă, extract de came Convenabil este bulionul preparat cu casaminoacizi (sursa de azot lipsită de acizi nucleici și componentele lor) suplimentat cu extract de levură (Difco, Oxoid) în limite care nu antagonizează 5-fluorocitozina, și tamponat cu glicerofosfat Mediul poate fi agariza: (vezi Cap 39) Pentru testările față de amfotericină și imidazoli acest bulion trebuie suplimentat cu 20 mg citozină la litru Standardul propus de EUCAST și standardul NCCLS pentru fungi filamentos: recomandă bulionul RPMI 1640, suplimentat cu glutamină, indicator de pH și, nume: pentru levuri, glucoza până la concentrația finală de 2 % Sunt recomandate soluțiile tampon tip Zwitterion, care nu antagonizează substanțele test antifungice Procedura: 1) Efectuează în bulion, conform precizărilor din tabelul 21-6, diluții duble aie antifungicelor testate cuprinse între 128 și 0,063 pg/ml pentru 5-fluorocitozină, sau 12 S și 0,0063 pg/ml pentru poliene (amfotericină B, nistatină, primaricină) și imidazo? (clotrimazol, ketoconazol, miconazol etc ) Standardul propus de EUCAST recomandă utilizarea ca diluent inițial al soluțiilor stoc pentru antifungicele hidrofobe, dimetilsulfoxidul Pentru pașii de lucru în sisterr microplacă, vezi standardul indicat în bibliografie, disponibil și pe pagina web a EUCAST (www escmid org) 2) Transferă câte 1 ml din fiecare diluție într-o serie de tuburi corespunzător marcate pentru testarea unei tulpini 3) Rezervă ca martor de creștere, pentru fiecare tulpină testată, câte 2 tuburi cu 1 nr’ bulion fără antifungic 4) Suspensionează în apă sterilă cultură tânără a tulpinii testate Levurile sunt ușor de emulsionat Cultura fungilor filamentoși, prelevată de pe suprafața mediului, trebuie macerată cu 3 ml apă sterilă într-un flacon rezistent care conține 10-15 perle de sticlă Agită flaconu' de macerare până obții o suspensie opalescentă Lasă flaconul 10 minute în repaus pentru depunerea aerosolilor Transvazează suspensia într-o eprubetă, așteaptă să sedimenteze particulele mai grosiere și reține supematantul opalescent 448 5) Adaugă picătură cu picătură suspensia fungului într-o eprubetă cu 10 ml apă sterilă până la opalescență foarte discretă, dar definită: caracterele tipografice mici observate prin coloana de fluid trebuie să-și păstreze conturul net (corespunde aproximativ etalonului 0,5 Mc Farland) Mai precis densitatea inoculului poate fi ajustată pentru a asigura o transmisie de 95% măsurată la 530 nm 6) însămânțează 50 pL din suspensie etalonată în fiecare tub de testare și în martorii de creștere (unul inițial, celălalt după însămânțarea tuburilor cu antifungice) 7) Incubează toate tuburile la 30°C Citirea si interpretarea: In momentul în care creșterea la martorii de cultivare este bine definită, urmărește concentrația minimă inhibitoare (CMI): cea mai mare diluție de antifungic la care creșterea este inhibată (ignoră opacitatea foarte discretă) Testările fată de 5-fluorocitoză trebuie citite la minimum 48 ore, chiar dacă martorul de cultivare indică o creștere mai precoce Polienele și imidazolii nu impun asemenea exigență Controlul de calitate: Testează în condiții similare tulpinile de referință conform EUCAST și/sau NCCLS, în funcție de tulpinile testate Tabelul 22-8 a) Valori acceptate pentru CMI (mg/L) ale antifungicelor fata de tulpinile de referință pentru metoda diluțiilor în bulion - NCCLS Tulpina Agent antifungic CMI (pg/ml)* Candida parapsilosis ATCC 22019 Amfotericina В Fluconazol Itraconazol Ketoconazol Posaconazol Ravuconazol Voriconazol 5FC 0 5-4 0 1,0-4,0 0,12-0,5 0,06-0 5 0,06-0,25 0 03-0,25 0,03-0,25 0,12-0 5 Candida krusei ATCC 6258 Amfotericina В Fluconazol Itraconazol Ketoconazol Posaconazol Ravuconazol Voriconazol 5FC 1,0-4,0 16-128 0,25-1,0 0,25-1,0 0,12-1,0 0,25-1,0 0 12-1,0 8,0-32 Aspergillus flavus ATCC 204304 Amfotericina В Itraconazol Posaconazol Ravuconazol Voriconazol 0,5-4 0,2-0,5 0,06-0 5 0,5-4 0,5-4 Aspergillus fumigatus ATCC 204305 Amfotericina В Itraconazol 0,5-2 0,12-1 0 * Cf NCCLS Reference Methodfor Broth Dihition Antifungal Susceptibility Testing of Filamenious Fungi;Approved Standard NCCLS document M38-A ♦Limitele CMI pentru tulpinile de Candida sp sunt obținute prin tehnica microdiluțiilor după 48 de ore de incubare 449 Tabelul 22-8 b) Valori acceptate pentru CMI (mg/L) ale antifungicelor față de tulpinile de referință (drojdii) pentru metoda diluțiilor în bulion Tulpina Agent antifungic Limite admise control calitate (EUCAST) Limite NCCLS* Candida krusei ATCC 6258 Flucitozina Fluconazol Itraconazol 1 0-4 0 8 0-32 0 0 06-0 25 4 0-16 0 16 0-64 0 0 12-0 50 Candida parapsilosis ATCC 22019 Flucitozina Fluconazol Itraconazol 0 12-0 50 1 0-4 0 0 03-0 12 0 12-0 50 2 0-8 0 0 06-0 25 Cf EUCAST D1SCUSS1ON DOCUMENT E Dis 7 1 , iunie 2002, Method for the determination of minimum inhibitory concentration (MIC) by broth dilution of fermentative yeast Avantaje: Metoda diluțiilor în bulion permite determinarea concentrației minime fungicide (CMF) Pentru aceasta repică pe agar Sabouraud fără antifungic cca 0,01 ml din fiecare tub fără antifungic cca 0,0 Îmi din fiecare tub de creștere și din tubul martor de creștere Incubează plăcile la 30°C până când devine vizibilă creșterea subculturii din tubul martor Cea mai mare diluție la care subcultura rămâne negativă sau cresc mai puțin de trei colonii indică CMF 22 5 2 Metoda diluțiilor în agar Pentru testarea unui mare număr de tulpini sunt indicate diluții ale antifungicelor în plăci cu mediu agarizat; tulpini ocazionale pot fi testate pe panta cu diluții Necesar: Soluții stoc de antifungice (v tabelul 21-5), apă sterilă, tuburi sterile de 16/160 mm, după caz, cutii Petri cu diametrul de 9 cm, pipete gradate sterile, bulion și mediu agarizat lipsit de inhibitori ai antifungicelor, stative pentru tuburi Termostat de 30°C Procedura: • 1) Efectuează în bulion, conform precizărilor din tabelul 21-6, diluții duble ale antifungicelor testate cuprinse între 1280 și 0,63 mg/L Topește și echilibrează la 45-50°C mediul agarizat de testare • Testarea pe pante Pentru testarea 5-fluorocitozinei pipetează 1 ml din fiecare diluție în câte un tub cu 9 ml agar, iar pentru testarea polienelor și imidazolilor respectiv 0,1 ml în câte un tub cu 10 ml agar Omogenizează conținutul și plasează tuburile înclinate pentru solidificarea în pantă Asigură doua pante cu mediu fără antifungic ca martor de cultivare pentru fiecare tulpină testată • Testarea pe plăci Comparativ cu pregătirea pantelor de testare, pipetează volume duble ale diluțiilor de antifungic per placă Toarnă apoi câte 20 ml mediu agarizat, omogenizează conținutul fiecărei plăci și așteaptă solidificarea Asigură două plăci cu mediu fără antifungic pentru fiecare grup de tulpini testate Pe o placă se pot testa, în raport cu modul de însămânțare între 4 și 25 tulpini 450 Plăcile sau pantele cu 5-fluorocitozina sau imidazoli pot fi turnate în ajun și a doua zi, sunt uscate pe durata pregătirii diluțiilor de amfotericină В Pantele cu 5-fluorocitozină sau miconazol pot fi conservate la 4°C până la 3 săptămâni, 2) Pregătește și etalonează inoculul care este precizat la testarea prin diluții în bulion, 3) însămânțarea' • Pe panta de mediu uscată lasă să se scurgă 0,05 ml inocul etalonat și menține tuburile înclinate până la adsorbția completă a inoculului în mediu • Pe plăci, cu ansa (0,001-0,003 ml), pot fi însămânțate 25 de tulpini conform unui caroiaj pretrasat • Pe plăci, cu picătura (0,05 ml) Diluează 1/25 inoculul etalonat (dată fiind suprafața mai mică de creștere comparativ cu panta) Pe o placă pot fi testate 4 tulpini: spoturi în duplicat pe fiecare cadran însămânțează martorii de creștere inițială și după însămânțarea tuturor diluțiilor de antifungice 4) Incubează pantele sau plăcile la 30°C Citirea și interpretarea: In momentul apariției culturii la martorii de creștere, poate fi urmărită CMI La însămânțările cu picătura (pante sau plăci), pentru un rezultat corect, creșterea la martor trebuie să fie sub formă de colonii mici, individualizate Controlul de calitate: Revezi 22 5 1 BIBLIOGRAFIE SELECTIVĂ ALDRIDGE , K E„ HENDERBERG A SCHIRO D D , SANDERS, С V (1990): Discordant results between the brothdisk elution andbroth microdilution susceptibility tests withBacteroides fragilis group isolated Clin Microbiol 23:315 BUNGETZIANU, G MOLDOVAN O (1987): Investigația microbiologică în tuberculoză și micobacterioze, Ed Academiei Române, București ,pp 61-73 Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS Performance standards for antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informațional Supplement CLSI/NCCLS Document M100 - SI 6,2006 Clinical and Laboratory Standards Institute, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pa DAV1ES,B I (1990): The importance of geometric mean MIC J Antimicrob Chemother 25:471 DONNEELY, J P (1992): Describing and comparing in vitro antimicrobial activity by the box-plot tech-nique J Antimicrob Chemother 30:713 EMEA - Document no: SOP/H/3043 - Title: Hannonisation of European Breakpoints set by ЕМЕА/ CHMP and EUCAST EUCAST DEFINITIVE DOCUMENT E Def 1 2 - Terminology relating to methods for the determination of susceptibility of bacteria to antimicrobial agents - European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) - May 2000 EUCAST DEFINITIVE DOCUMENT E Def 3 1- Determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibacterial agents by agar dilution - European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) -June 2000 EUCAST DISCUSSION DOCUMENT E Dis 5 1 - Determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibacterial agents by broth dilution - European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) -March 2003 451 EUCAST DISCUSSION DOCUMENT E Dis 7 1 - Determination of minimum inhibitory concentrations (M ICs) by broth dilution of fermentative yeasts - Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing (AFST) of the European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infections Diseases (ESCMID) - June 2002 EUCAST DISCUSSION DOCUMENT E Dis 8 1— Antimicrobial susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis — Subcommittee on Mycobacterium tuberculosis susceptibility testing of the European Committee for Antimicrobial SusceptibilityTesting (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) - December 2001 HAMILTON-M1LIER, J M F (1991): Calculating MIC^ J Antimicrob Chemother 27:863 HILL, G B SCHALKOWSKY, S (1990): Development and evaluation of the spiral gradient endpoint method for susceptibility testing of anaerobic gram-negative bacilli Rev hifect Dis 2:S200 HOMORODEAN, D (2005): îndrumar de tehnici de laborator de bacteriologic BK Document OMS, București, pp 34-41 JORGENSEN J H , REDDING J S HOWELL A W (1986): Evaluation ofbroth disk elution methods for susceptibility testing of anaerobic bacteria with the newer â-lactam antibiotics J Clin Microbiol 23:545 LORIAN V (1986): Antibiotics in clinical medicine 2-nd edn Williams and Wilkins Baltimore MANDELE G E DOUGLAS R G BENNETT J E (1992): Principles and practice of infectious disease Antimicrobial therapy Churchill Eivingstone, New York pp 58-71 MARKS J (1961): The design of sensitivity tests on mycobacteria Tubercle 42: 314 MARYMONT, J H J , MARYMONT, J (1980): Laboratory evaluation of antibiotic combinations: A review of methods and problems Lab Med 12: 47, NCCLS (2002): Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamenious Fungi; Approved Standard NCCLS document M38-A, National Committee for Control Laboratory Standards, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA NCCLS (2004) : Methods for antimicrobial susceptibility testing of anaerobic bacteria; Approved standard - Sixth ed , Ml 1 - A6, National Committe for Clinical Laboratory Standards Villanova, PA WEXLER, H M MOLITORIS E , JASHNAIAN E, F1NEGOLD S M (1991): Companion with convențional agar dilution, for susceptibility testing of anaerobic bacteria Antimicrob Agents Cheinother, 35: 1196 452 23 DETERMINAREA SENSIBILITĂȚII LA ANTIBIOTICE: TESTE CALITATIVE (IRINA CODIȚĂ, DUMITRU BUIUC) 23 1 ANTIBIOGRAMA DIFUZIMETRICĂ PE SUBCULTURĂ STANDARDIZATĂ 23 2 ANTIBIOGRAMA DIFUZIMETRICĂ PE CULTURĂ PRIMARĂ 23 3 TESTAREA DIFUZIMETRICĂ A ANTIBIOTICELOR ASOCLATE 24 4 METODE SPECIALE DE TESTARE A SENSIBILITĂȚII UNOR BACTERII 23 4 1 Testarea stafilococilor; principalele fenotipuri de rezistență: • testarea față de penicilinele rezistente la penicilinază: • testarea față de aminoglicozide: • testarea față de eritroniicină 23 4 2 Testarea streptococilor 23 4 3 Testarea pneumococilor 23 4 4 Testarea enterococilor 23 4 5 Testarea hemofililor 23 4 6 Testarea gonococilor și meningococilor 23 5 TESTAREA g-LACTAMAZELOR 23 5 1 Teste directe • Testul iodometric • Testul acidimetric • Testul cu cefalosporine cromogcnc 23 5 2 Testarea p-lactamazelor inductibile • Metoda de aproximare cu discuri • Metoda de încorporare a inductorului în agar 23 5 3 Testarea p-lactamazelor cu spectru extins 23 1 ANTIBIOGRAMA DIFUZIMETRICĂ PE CULTURĂ STANDARDIZATĂ Principiu: O cantitate de substanță antimicrobiană este depusă pe suprafața unui mediu de cultură agarizat preînsămânțată cu bacteria testată Doua fenomene se produc concomitent: diiuzarea antibioticului și creșterea bacteriei In zonele undeantimicrobianul realizează concentrații mai mari decât CMI, bacteria nu crește O dată cu intrarea culturii în faza exponențială, momentul critic, bacteria se divide mai repede decât difuzează medicamentul și se acumulează o pânză vizibilă de cultură, care nu mai este influențată de modificări ulterioare ale concentrației de antibiotic Circumferința zonei de inhibiție se stabilește încă din primele ore de incubație ca loc geometric al punctelor în care antibioticul a atins CMI în momentul critic al culturii (faza de lag + primele 2-4 generații) Astfel diametrul zonei de inhibiție variază invers proporțional cu CMI Bacteria testată este clasificată în categorii de sensibilitate, sensibilă, intermediară sau rezistentă, prin una din două tehnici: a) Compararea diametrelor zonelor de inhibiție obținute cu o anumită cantitate de substanță antimicrobiană depusă pe interliniul care separă tulpina testată de o tulpină de referință, sensibilă, însămânțate pe aceeași placă Este tehnica comparativă descrisă de E J STOKES și recomandată de British Society for Antimicrobial Chemotherapy (PHILLIPS și colab , 1991 a) 453 Y " -2 -H 2 1 2 4 5 6 L s j I pbș r-ZT Log2 al CMI Fig 23 1 Dreaptă de regresie ipotetică a CMI ale unui antibiotic: translația punctelor de ruptură ale CMI în diametre ale zonelor de inhibiție care definesc categoriile de sensibilitate în testările difuzimetrice PRI = punctul de ruptură inferior; PRS = punctul de ruptură superior; S = sensibil; I = intermediar; R = rezistent b) Raportarea la tabele interpretative Asemenea tabele sunt alcătuite pornind de la graficul punctelor de împrăștiere ale CMI versus diametrul zonelor de inhibiție față de 100-150 tulpini selectate pentru a cuprinde gama de CMI clinic semnificative Pentru fiecare antibiotic este calculată și trasată dreaptă de regresie și sunt proiectate punctele de ruptură ale CMI pe diametrul zonelor de inhibiție (fig 23 -1) Așa se procedează în tehnicile descrise de H M ERICSSON și J C SHERRIS (1971) sau de A W BAUER și colab (1966), ambele impunând o standardizare foarte riguroasă în continuare detaliem numai tehnica lui A W BAUER și colab (1996) adoptată de National Committee for Clinical Laboratory Standards din U S A , actualmente CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) și larg utilizată în multe țări Indicații: Metoda uzuală pentru laboratoarele care testează un număr relativ mic de tulpini bacteriene cu creștere rapidă (creștere peste noapte la 35-37°C) și fără diferențe semnificative de la tulpină la tulpină a ratei de creștere (enterobacteriacee, pseudomonade sau organisme înrudite, stafilococi, streptococi, enterococi, specii de Haemophihis și Neisseria) 454 Proba: Colonii din cultură pură a organismului de testat în creștere activă Necesar: 1) Plăci cu agar Muelller Hinton turnat în strat unifonn de 4 mm grosime: 25 ml mediu per placă cu diametrul de 9 cm sau 60 ml per placă cu diametrul de 15 cm Este de dorit ca plăcile să fie utilizate în aceeași zi Plăcile care rămân trebuie împachetate în punga de polietilenă și păstrate la 4°C maximum 7 zile Pentru controlul sterilității, o placă din lot este incubată 24 ore la 37°C, după care nu mai poate fi folosită pentru antibiograma difuzimetrică 2) Tuburi cu 2-4 ml bulion Todd-Hewitt, bulion tripticază din soia sau bulion Mueller-Hinton 3) Cultura tulpinii de testat și a tulpinilor martor 4) Etalonul nr 0,5 din scara Mc Farland cu sulfat de bariu 5) Tampoane de vată pe tija de lemn 6) Trusa cu discuri antimicrobiene comercializate de diferite firme Păstrează trusele etanș închise și refrigerate la 4-8°C, iar discurile cu antibiotice P-lactamice la -15°C, pentru a le menține activitatea 7) Pensa oftalmologică sau repartizor automat de discuri 8) Șubler Procedura: 1) însămânțează în tubul cu bulion nutritiv inocul prelevat cu ansa din cca 5 colonii bine individualizate, reprezentative pentru bacteria testată Incubează la 37°C până la turbiditatea culturii corespunzătoare etalonului 0,5 Mc Farland (uzual 3-5 ore) Din momentul etalonării plăcile trebuie inoculate în maximum 15 minute Procedează identic cu tulpina de referință în intervalul de incubare a inoculului: 2) Scoate din refrigerator ambalajele cu discuri antimicrobiene și menține-le, închise etanș, timp de 1-2 ore la temperatura camerei pentru echilibrare termică Eviți astfel condensarea vaporilor de apă pe discurile reci 3) Usucă suprafața agarului Mueller-Hinton menținând plăcile cu capacul întredeschis timp de 20-30 minute la 37°C 4) însămânțarea plăcilor Imersează tamponul de vată în suspensia bacteriană etalonată Scurge excesul de lichid prin rotirea fermă a tamponului pe peretele tubului Descarcă tamponul în striuri paralele peste toată suprafața mediului succesiv în 3 direcții prin întoarcerea plăcii cu câte 60° în final parcurge cu vârful tamponului toată circumferința mediului la limita cu sticla în acest mod inoculul este dispersat uniform 5) Lasă placa însămânțată timp de 3-5 minute (niciodată mai mult de 15 minute) pentru adsorbția inoculului 6) Depune discurile cu substanțe antimicrobiene la distanțe de minimum 15 mm de marginea plăcii și 30 mm între centrele a două discuri vecine folosind o pensă sau, mai bine, un aparat automat de repartizare Pe o placă cu diametrul de 9 centrimetri pot fi depuse 5 discuri, iar pe una cu diametrul de 15 cm cel mult 12 discuri Presează ferm, cu 455 Fig 23-2 Diagrama creșterii microbiene în prezența gradientului de difuziune a antibioticului în mediul agarizat Sus: cea mai uzuală configurație, “în litoral continental”; reprezentarea creșterii este exagerată pentru a indica mai bine zona de creștere vizată la citirea testului Jos: marginea creșterii este abruptă la testarea tulpinilor producătoare de p-lactamaze față de antibioticele p-lactamice sensibile la aceste enzime pensa, fiecare disc pe suprafața mediului De dorit: grupează antibioticele pe familii, după o schemă care trebuie să rămână fixă 7) Incubeaza imediat plăcile la 37°C pentru 16-18 ore Este formal contraindicată așezarea în incubator a mai mult de 2-3 plăci una peste alta (revezi 21 2 3) Controlul de calitate: Testează pe altă placă, în aceleași condiții, tulpina de referință adecvata (revezi 21 4 1 ) Citirea și interpretarea: Măsoară, cu șublerul sau rigla gradata în mm, diametrul zonelor de inhibiție completă, în lumina reflectată, pe fond negru mat In cazul mediilor transparente măsoară pe spatele plăcilor, iar in cazul mediilor cu sânge pe suprafața agarului Evită la măsurare zonele eventual afectate de apropierea marginii plăcii sau interacțiunea între două antimicrobiene Vizează inhibiția completă a creșterii (fig 23-2) făcând abstracție de hemoliză, pe mediile cu sânge, și de coloniile fine, periferice, vizibile numai la scrutare atentă prin transparență sau sub lupă Coloniile mari din zona de inhibiție trebuie identificate și retestate: pot fi variante rezistente sau contaminanți (inocul mixt) Vizează marginea creșterii masive făcând abstracție de valul invaziv format de Proteus și de creșterea pulverulentă (80% inhibiție) în zonele sulfamidei și trimetoprimului’ In caz de urgență, poți face citirea după 5-6 ore de incubare, cu condiția verificării diametrului zonelor de inhibiție și după 16-18 ore Verifică dacă diametrele zonelor de inhibiție ale fiecărei substanțe antimicrobiene se cuprind în limitele variației admise (tabelul 23-1) Dacă martorul indică probleme, depistează sursa erorii (lor) și remediază (tabelul 23-2) Raportează la tabelul interpretativ 23-3 diametrul zonelor de inhibiție determinate de fiecare substanță antimicrobiană pentru a le transforma în categorii de sensibilitate In acest tabel figurează și punctele de ruptură ale CMI 1 La testarea acestor chimioterapice microorganismul poate crește câteva generații înainte de inhibiția completă 456 Controlul dc calitate al antibiogramei difuziinctricc: diametrele (mm) acceptate pentru zonele de inhibiție alt tulpinilor de referință (exemple din standardul M100-S16,2006) Agentul antimicrobian Conțiinitul discului (pg) 5 aureus ATCC 25923 5 pneumoniile ATCC 49619 У gonoirhoeae ATCC 49266 E coli ATCC25922 £ coli ATCC 35218 P, aeruginosa ATCC 27853 H ін/іііііш ATCC IM H, infime ATCC 49766 Amikacină 30 20-26 - 19-26 18-26 Amoxicilină- acid clavLilanic 20/10 28-36 - 18-24 17-22 - 15-23 - Ampicilină 10 27-35 30-36 16-22 6 - 13-21 Ampicilina-sulbactam 10/10 29-57 - 1944 1349 - 14-22 - Azitromicină 15 21-26 19-25 13-21 Azlocilină 75 - 24-30 14-22 Aztreonam 30 - 28-36 23-29 30-38 — Carbenicilină 100 - 23-29 18-24 Cefaclor 30 27-31 24-32 23-27 — 25-31 Cefalotină 30 29-37 26-32 15-21 Cefamandol 30 26-34 - 26-32 — ■>> Cefazolină 30 29-35 - 21-27 — Cefcpim 30 23 29 2H5 3746 31-37 24-30 25-31 Celiximă 5 16-23 37-45 23-27 25-33 Cefmetazol 30 25-34 31-36 26-32 — 16-21 Cefonicid 30 22-28 - - 25-29 — 30-38 Cefoperazonă 75 24-33 - 28-34 23-29 — Cefotaximă 30 25-31 31-39 38-48 29-35 18-22 31-39 Ccfotetan 30 17-23 3(H6 28-34 ■ Cclbxitin 30 23-29 - 33-41 23-29 — Ccfpodoximâ 10 19-25 28-34 35-43 23-28 - 25-31 Ccfprozil 30 27-33 25-32 - 21-27 20-27 Ceflazidimă 30 16-20 - 3543 25-32 22-29 27-35 Ceflizoximă 30 27-35 28-34 42-51 30-36 12-17 29-39 Cel'triaxonă 30 22-28 30-35 39-51 29-35 17-23 31-39 Cefuroximă 30 27-35 - 3341 20-26 - 28-36 Cinoxacină 100 - - 26-32 Ciprvlloxacina 5 22-30 48-58 3040 25-33 3442 - ШпІ H-l (continuare) Agentul antimicrobian Conținutul discului (|ig) S «ras ATCC 25923 S, pneumoniae ATCC 49619 A', gonorrlioerie ATCC 49266 E coli ATCC 25922 £ coli ATCC 35218 P migioosa ATCC 27853 H іп/Іішс ATCC 49247 II influemae ATCC49766 Claritromicinâ 15 26-32 25-31 - - 11-17 Clindamicină 2 24-30 19-25 ■ Cloramfenicol 30 19-26 23-27 - 21-27 - 31-40 Eritromicină 15 22-30 25-30 *» Gentamicină 10 19-27 - - 19-26 - 16-21 Imipenem 10 - - - 2H2 20-28 21-29 Kanamicină 30 19-26 - 17-25 - Lomefloxacin 10 23-29 - 45-54 27-33 22-28 33-41 Loracarbef 30 23-31 22-28 - 23-29 - - 26-32 Meticilină 5 17-22 - -1 Mezlocilină 75 - - - 23-29 — 19-25 Nalidixic acid 30 - 22-28 Nitrofurantotnă 300 18-22 23-29 - 20-25 - — Norfloxacină 10 17-28 15-21 28-35 - 22-29 — Ofloxacină 5 24-28 16-21 43-51 29-33 w 17-21 31-40 Oxacilină 1 18-24 $12 - — — Penicilină 10 26-37 24-30 26-34 - — Piperacilină 100 - 24-30 12-18 25-33 Piperacilină-lazobactam 100/10 27-36 - - 24-30 24-30 25-33 33-38 Rifampicină 5 26-34 25-30 - 8-10 22-30 Spectinomicină 100 - - 23-29 - Streptomicină 10 14-22 - - 12-20 - Sulfizoxazol 250 sau 300 24-34 - 15-23 •w — Tetraciclină 30 24-30 27-31 30-42 18-25 14-22 Ticarcilină 75 - - 24-30 6 21-27 Ticarcilină-acid clavulanic 75/10 29-37 - 24-30 21-25 20-28 Tobramicină 10 19-29 - - 18-26 19-25 Trimetoprim 5 19-26 - - 21-28 - Trimetoprim-sulfametoxazol 1 25/23,75 24-32 20-28 - 23-29 24-32 Vancomicină 30 17-21 20-27 - - - - №ШМ Necontordanțe sesizabile prin controlul de calitate al testelor de sensibilitate la antibiotice: cauze ți remedii Neconcordanța Cauze posibile Remedii Diametrul zonelor de inhibiție prea mic: CMI prea mare (falsă rezistentă) •Alterarea antibioticului • Inocul prea dens • Strat de agar prea gros •Citire incorectă a rezultatelor • Modificarea tulpinii de referință Verifică discurile/soluția stoc/pulberea etalon cu un nou lot Verifică și etalonează corect inoculul dacă se impune Verifică grosimea mediului din placă Reia citirea cu mai mulți observatori Repică din conservul inițial al tulpinii de referință și compară Diametrul zonelor de inhibiție prea mare: CMI prea mică (falsă sensibilitate) •Antibiotic supradozat • Inocul prea sărac • Strat de agar prea subțire • Depășirea intervalului prevăzut pentru etalona-rea inoculului, însămânțare, depunerea discurilor și introducerea plăcilor în incubator •întârzierea momentului critic al culturii: -Incubare în teancuri mai mari de trei plăci -Incubare la temperatură inferioară celei prescrise •Modificarea tulpinii de referință Verifică discurile/soluția stoc/pulberea etalon cu un nou lot Verifică și etalonează corect inoculul dacă se impune Verifică grosimea mediului din placă Verifică protocolul de lucru; corectează Verificași corectează Verifică termostatul (revezi tabelul 14) Repică din conservul inițial al tulpinii de referință și compară Rezultaiele'iestării psendomonadelor față de aminoglicozide în afara limitelor acceptate pentru martor • Concentrația Caî+și Mg2'incorectă Suplimentează bulionul Mueller-Hinton cu Ca2' și Mg2*: verifică noile loturi de agar (vezi textul) Rezultatele testării psendomonadelor față de car-benicilină în afara limitelor acceptate pentru martor •Mutații ale tulpinii de referință Repică din conservul inițial al tulpinii de referință și compară ' ШиІН-2 (conlinuarc) Neconcordanja Cauze posibile Remedii Sensibilitate prea mare față de tetraciclină și rezistență prea mare față de aminoglicozide și macrolide •Mediul de cultură prea acid Verifică și corecteazăpH-ul mediului Rezistență prea mare la tetraciclină și sensibilitate prea mare la aminoglicozide și macrolide •Mediul de cultură prea alcalin Verifică și corecteazăpll-ul mediului Față de trimetoprim: diametrul zonei de inhibiție prea mic sau CMI prea mare: rezultate dificil de citit • Mediul de cultură cu exces de timidină Testează mediul cu Enferococcus foecolis ATCC 29212 sau 33186 (revezi 21 4,2 ) Daca se impune suplimentează mediul cu 5% sânge lacat de cal sau adaugă timidin-fosforilază Colonii în zona de inhibiție • Variante rezistente ale tulpinii testate sau • testare a unei culturi mixte Repică coloniile rezistente pentru identificare și retestare Tabelul23-3 46 1 Cheia de interpretare a rezultatelor testărilor cantitative sau difuzimetrice de sensibilitate conform Institutului pentru Standardele Clinice și de Laborator (fost NCCLS), Standardele pentru Testarea Sensibilității la Antibiotice; al 15-lea supliment de informare Document CLS1/NCCLS - M ItlO-S 16,2006 Haeinophilus infn^, Neisseria gonorrhoeae si Streptococcus рішюш sunt menționate expres; alte precizări nu privesc acest grup de organisme Agentul antimicrobian CMI(pg/ml) Diametrul zonei de inhibiție (mm) Sensibil (Punct de ruptură inferior) Intermediar Rezistent (Punct de ruptură superior) Sensibil Intermediar Rezistent f-Lactamine Peniciline Penicilină Neisserio gonorrîioecie 2 >47 46-27 29 - 16 >15 - 4 >28 27-20 2 Listeria nionocytoî>enes 4 >20 16 >14 13-10 4 >13 12-11 0 5 >18 20 - Ampicilina Haemophihts influenzae 4 >22 21-19 32 >17 16-14 29 16 >17 4 >30 29-22 4 >20 - 4 >30 29-22 128 >18 - 512 >17 16-14 512 >17 16-14 64 >23 22-20 128 >16 - 128 >21 20-18 128 >18 - 128 >21 20-18 128 >15 128 >20 19-15 8/4 >20 - 8/4 >20 - 32/16 >18 17-14 4/2 >20 - 32/16 >15 14-12 128/4 >18 - 128/4 >21 20-18 16/4 >18 - 128/2 >15 - 128/2 >20 19-15 16/2 >B - 32 >20 19-17 32 >18 17-15 32 >18 17-15 32 >18 17-15 32 >18 17-15 26 - N gonorrhoeaeh 31 - S pneumoniae Alte organisme 2 >32 ■ >18 17-15 21 N porrlwi? • 31 - - Alte organisme 4 >19 18-16 64 >16 15-13 16 >20 19-17 32 >J8 17-15 ■ 64 >21 20-16 26 Ngoiwrrhoeae1' 31 S pneumoniae Alte organisme11 2 >64 >23 22-15 8 >26 25-20 64 >16 15-13 8 >28 27-24 64 >16 15-13 8 >28 27-24 20 25 32 >18 17-15 21 - N,gonorrhoeae 29 - - Alte organisme11 Cefprozil 8 >21 20-18 32 >18 17-15 32 >18 17-15 26 - - N gonorrhoeae1' 31 - - Alte organisme11,1 Ceftizoxima 32 >18 17-15 26 - - N gonorrhoeae1 38 - - Alte organisme!l 64 >20 19-15 26 — N goiKHThoeae1 35 - 5 рііяш 64 >21 20-14 16 >20 19-17 4 >31 30-26 32 >23 22-15 32 >18 17-15 32 >19 18-16 26 Alte organisme 32 >22 21-16 16 - S pneumoniae 1 - - - Alte organismea 16 >16 15-14 64 >17 16-15 500 >10’ 9-7' 61 Alte organisme 16 >15 14-13 64 >18 17-14 32 >15 14-13 2000 >IOJ 9-7J 15 14-12 16 >15 14-13 128 >18 17-15 12 S pneumoniae 2 >18 17-14 8 >18 17-14 32 >13 12-11 1 >21 20-17 8 >18 17-14 1 >21 20-16 8 >23 22-14 64 >19 18-15 21 N gonorrhoeae 1 >41 40-28 4 >21 20-16 22 N gonorrhoeae11 2 >38 37-27 8 >22 21-19 32 >19 18-14 16 >17 16-13 16 - ' N gonorrhoeaell 1 >31 30-25 8 >16 15-13 8 >16 15-13 8 >29 28-26 8 >21 - 32 >18 17-13 1 >19 18-16 4 ai 20-15 11 Stafilococi 21 Enterococi 8 >23 22-21 21 - - Nitrofurantoinak Rifampicina 128 >17 16-15 4 >20 19-17 4 >19 18-17 4 >20 19-17 4 >19 512 >17 16-13 4 >22 -19-21 16 >15 12-14 4 >19 18-14 8 >29 28-26 2 >38 37-31 8 >23 22-17 16 >19 18-15 16 >16 15-11 4/76 >16 15-11 4/76 >19 18-16 8/152 >16 15-11 17 - - Entcrococic 32 >17 16-15 32 >15 - - Alte organisme gram- pozitive 32 >12 11-10 0 25 pg/ml semnifică rezistența Tulpinile cu valori ale CMI între aceste limite produc sau nu enzimă și impun testarea pentru p-lactamază inductibilă b Uzual nu este necesar să testăm M catardialis prin diluții: testarea cu nitrocefin a producerii de P-lactamază este suficientă c O tulpină de Enterocoecus clasificată sensibilă la penicilină sau ampicilina impune tratamente cu doze mari ale infecțiilor grave, ceea ce trebuie menționat in buletinul dc analiză La pacienții cu endocardită se impune asocierea dozelor mari dc penicilină sau dc ampicilină ori a vancomicinei cu gentamicina sau streptomicină pentru a asigura efecte bactericide Testarea sinergisinuliii asocierii unei peniciline cu un aminoglicozid asupra cntcrococilor trebuie făcută prin triaj cu concentrații dc 500 pg gcntamicină/ml sau 2000 pg strcptomicină/ml ori în lestul difuzimetric prin discuri cu 120 pg gentamicina, respectiv 300 pg streptomicină (vezi mai jos nota de subsol) Testarea producerii de p-lactamază de către enterococi prin metodele uzuale nu este suficientă Izolatele din sânge și lichidul cefalorahidian trebuie testate utilizând un inocul 20 mm (CMI 2,0 țig/ml) Testarea difuzimetrică a pneumococilor față de cefotaximă și ceftriaxonă nu este satisfăcătoare; se impune determinarea CMI c Oxacilina este preferată la testări pentru că este mai stabilă și detectează mai fidel rezistența pneumococilor la penicilină și heterorezistența stafilococilor la meticilină/oxacilină/nafcilină Stafilococii heterorezislenți trebuie comunicați ca rezistenți și la celelalte peniciline, cefalosporine - cefeme, carbapeneme și asociațiile p- lactamine + inhibitori de f-lactamaze 1 Infecțiile grave cu P aeruginosa sau infecțiile la pacienți neutropenici trebuie tratate cu doze maxime de f-lactamine anti- Pseudomonas în asociere cu un aminoglicozid g Rarele tulpini de H influente f-lactamază negative, dar rezistente la ampicilină trebuie considerate rezistente la asocierile amoxicilină -acid clavulanic, ampicilină - sulbactam, la cefaclor, cefonicid, cefprozil, ccfuroximă și loracarbef în ciuda unei aparente sensibilități in vitro față de aceste medicamente h Față de aceste medicamente nu au fost depistate tulpini rezistente, motiv pentru care categoriile rezistente și intermediar nu au putut fi definite ' Tulpini de Cilrobacter, Providencia și Enterobacfer spp pot fi fals sensibile la testarea cu discuri de loracarbef; pentru tulpini ale acestor genuri este contraindicată testarea cu discuri de loracarbef J Discuri speciale cu 120 țig gentamicină, respectiv 300 pg streptomicină; categoria intermediar este neconcludentă și necesită retestare prin diluții în agar k Categoriile de sensibilitate față de cinoxacină, acid nalidixic, nitrofurantoină, norfloxacină, sulfamide și trimetoprim se referă numai la izolatele urinare 1 Sulfizoxazolul este utilizat ca reprezentant pentru toate sulfamidele 111 Tetraciclină poate fi utilizată ca reprezentant pentru toate (etraciclincle (clortctraciclină, doxicilină, minocilină, oxitctraciclină etc ) Totuși, unele bacterii sunt mai sensibile la doxiciclină și minociclină (e g , unii stafilococi și Аеіікійіегspp,) " Deși tulpinile cu CMI 8 pg/ml și numai rar între 2 și 8 pg/ml (rezistența intermediară) Uzual rezistența clasică se extinde Ia întregul grup al antibioticelor p-lactamice (peniciline, cefalosporine, carbapeneme, inhibitori de Ș-lacta-maze), la eritromicină, clindamicină, cloramfenicol, tetraciclină, asociația trimetoprim-sulfametoxazol, chinolone, aminoglicozide, deși testul difuzimetric poate indica o falsă sensibilitate la aceste antibiotice Fenotipurile inactivator prin exces de (3-lactamaza și MOD-SA au rezistență intermediară la oxacilină, obișnuit nu exprimă rezistența multipla și sunt identificate încă rar, doar la S aureus Această rezistență intermediară, conform observațiilor experimentale și clinice, pare a avea impact nesemnificativ asupra terapiei cu oxacilină Așadar, interesul depistării corecte a fenotipurilor de rezistență încrucișată ale stafilococilor față de penicilinele rezistente la penicilinază este evident, dar rezultatele sunt profund influențate de condițiile testării Reținem: a) La 37°C stafilococii cu fenotipul clasic de rezistență cresc mai lent decât stafilococii sensibili, dar diferența devine nesemnificativă în culturile incubate la temperaturi mai joase (e g , 35° sau 30°C) b) Testele uzuale depistează corect tulpinile de stafilococ cu expresie omogenă a rezistenței clasice, dar total nesatisfacătoare pe cele heterorezistente c) Pot exista diferențe între capacitatea loturilor de mediu Mueller-Hinton de a depista heterorezistența stafilococilor 472 d) Antibioticul de testare pentru depistarea rezistenței încrucișate a stafilococilor față de penicilinele rezistente la penicilinază trebuie corect ales: • dintre penicilinele penicilinazorezistente, oxacilina este preferată pentru stabilitatea ei și reproductibilitatea rezultatelor; din anul 2004, Sistemul European de Supraveghere a Rezistenței la antibiotice, iar din 2005 și Insitutul pentru Standarde de laborator Clinic (fost NCCLS) U S A , recomandă detectarea MRSA prin testul difu-zimetric la cefoxitin, care s-a dovedit mult mai fiabil decât cel Ia oxacilină în acest scop • nafcilina poate fi utilizată, dar nu pe medii care conțin sânge; • meticilina este mai puțin stabilă, dar depistează mai bine decât oxacilina rezistenta S epidermid is; • izoxazolilpenicilinele sunt contraindicate pentru testare e) mediile agarizate adiționale cu 4% NaCl ameliorează detectarea heterorezistenței stafilococilor la oxicilină/meticilină 1) Testarea difuzimetrică a heterorezistenței stafilococilor la oxacilină/meticilină Indicații: Testări ocazionale în laboratoare mici Necesar: Discuri cu 1 ^ g oxacilină; preferabil discuri 30 pg cefoxitin Procedează ca pentru testarea difuzimetrică (revezi 23 1) dar incubează plăcile 24 de ore la 35oC Citirea si interpretarea: Heterorezistența stafilococilor la oxacilină/meticilină se manifestă comparativ cu testarea uzuală, prin: • reducerea diametrului zonei de inhibiție (zone 20 mm dau tulpinile sensibile la penicilină Referitor la tulpinile clasificate ca rezistente prin discul cu 1 pg oxacilină, vezi tabelul 23-3 notă subsol d Rezistența pneumococilor la Ș-lactamine se asociază cu rezistența la alte antibiotice, mai ales la asociația trimetoprim-sulfametoxazol 23 4 4 Testarea sensibilității enterococilor Tratamentul infecțiilor sistemice grave determinate de enterococi (e g , endocardite subacute) se face cu o asociere dintre un agent inhibitor al sintezei peretelui bacterian (o Ș-lactamină sau vancomicină) cu un aminoglicozid Unnărim astfel un efect sinergie pentru că enterococii sunt numai inhibați de concentrațiile farmacologic verosimile ale penicilinelor și au, natural, rezistența cu nivel jos față de aminoglicozide (CMI între 28 și 256 pg/ml) Efect terapeutic sinergie nu apare însă dacă tulpina infectantă este rezistentă la agentul inhibitor al sintezei peretelui bacterian sau dacă are rezistența cu nivel înalt față de aminoglicozide (vezi mai jos) Rezistența înaltă a enterococilor la aminoglicozide are următoarele particularități: • Tulpinile rezistente la gentamicină sunt rezistente și la celelalte aminoglicozide, cu excepția streptomicinei la care rezistența este asigurată prin alte mecanisme De aceea testăm rezistența cu nivel înalt separat cu gentamicină și streptomicină • Enterococcus faecium este natural rezistent la kanamicină, amikacină, tobramicină și netilmicină, dar E faecalis sensibil la gentamicină poate fi rezistent la kanamicină și amikacină De aceea tulpinile de E faecalis sensibile la gentamicină le testăm suplimentar și față de kanamicină Testarea nivelului înalt de rezistență a enterococilor față de aminoglicozide se face difuzimetric sau prin triaj pe plăci cu agar infuzie cord-creier, în bulion infuzie cord-creier Vom insista numai asupra primelor două metode • Metoda difuzimetrică Utilizează discuri cu 120 pg gentamicină respectiv 300pg streptomicină și plăci cu agar Mueller-Hinton nesuplimentat preînsămânțate ca pentru antibiogramă difuzimetrică Incubează plăcile 24 ore la 35°-37°C și apreciază inhibiția în jurul discurilor Zonele de inhibiție cu diametrul >10 mm indică sensibilitate, cele 64 mg/L) asociată cu rezistența la teicoplanină (CMI>16 mg/L) aparțin fenotipului Van A, iar cu cele cu nivel jos până la înalt de rezistență (CMI 16-512mg/L) neînsoțită și de rezistența la teicoplanină aparțin fenotipului Van B Aceste fenotipuri de rezistență sunt mai comune la E faecalis și E faecium (CLARK si colab , 1993) Fenotipului de rezistența Van C îi aparțin tulpinile de E gallinanan ^i E casseliflavus care au rezistența naturală cu nivel jos față de vancomicină (CMI de 2-32 mg/L) Sensibilitatea enterococilor in vitro față de trimetoprim-sulfametoxazol este o falsă sensibilitate pentru că in vivo aceste bacterii utilizează direct folați exogeni 23 4 5 Testarea sensibilității hemofililor Suspensionează colonii din creșterea peste noapte într-un mic volum de bulion Mueller-Hinton până la densitatea etalonului 0,5 Mc Farland însămânțează cu tamponul pe agar Mueller-Hinton cu 5% supliment Fildeș sau, cel mai bine, pe mediu HTM Evită incubarea în atmosferă cu CO2 Utilizează standardul interpretativ din tabelul 23-3 Rezistența H influenzae la ampicilină prin producere de Ș-lactamaza este divers asociată cu rezistența față de cloramfenicol, tetraciclină, kanamicină, trimetoprim-sulfametoxazol Tulpinile rezistente la ampicilină fără producere de (3-lactamază sunt rare 23 4 6 Testarea gonococilor și meningococilor Suspensionează colonii din creșterea peste noapte într-un mic volum de bulion Mueller-Hinton până la densitatea etalonului 0,5 McFarland însămânțează cu tamponul pe agar Mueller-Hinton cu 10% supliment HYL sau alt supliment adecvat Incubează în atmosferă cu 5—10% COo Pentru gonococi folosește standardul interpretativ din tabelul 23-3 Până la stabilirea unui standard satisfăcător, rezultatele testării meningococilor trebuie interpretate prudent Triajul sensibilității meningococilor la penicilină și ampicilină poate fi făcut prin disc cu 1 pg oxacilină în aceleași condiții ca și pentru pneumococi Zona de inhibiție Hawksley and Sons Limited plain capillary îubes etc ) b) Bloc din plastilină c) Extractul antigenic d) Antiseruri de referință Alternativ, mai fiabil, dar mai puțin economic, putem realiza reacția de precipitare inelară în tuburi cu diametrul de 3-4 mm în acest caz sunt necesare și pipete Pasteur și un stativ Procedura: 1 înmoaie extremitatea capilarului în antiserul de referință Aspiră prin capi-laritate o coloană de 25-30 mm ser începe întotdeauna prin aspirarea serului de referință pentru a evita contaminarea acestuia cu antigenul 2 Obturează cu indexul extremitatea superioară a capilarului 3 Șterge îngrijit extremitatea tubului cu hârtie de filtru pentru îndepărtarea urmelor de ser 4 Aspiră, în mod similar, o coloană de extract antigenic cu înălțime egală celei de ser Iară a interpune vreo bulă de aer Ia interfața dintre reactivi 5 înclină tubul pentru a realiza deasupra și dedesubtul coloanei de reactivi un spațiu cu aer 6 Aplică din nou indexul pe orificiul superior ai capilarului și obturează orificiul inferior prin implantarea verticală a tubului în blocul de plastilină Dacă realizezi reacția în tuburi de precipitare, pipetează extractul antigenic, în cantitate de 0,1-0,2 ml, într-un număr de tuburi egal cu cel al antiserurilor de referință Pipetează apoi o cantitate aproximativ egală din fiecare anliser în tubul corespunuzător, cu grijă, ca cei doi reactivi să nu se amestece Pentru aceasta men 499 ține tubul înclinat și lasă serul să se prelingă pe peretele acestuia Serul, cu o densitate mai шаге decât extractul antigenic, se va depune la fundul tubului fără ca cei doi reactivi să se amestece Citire și interpretare • Reacția în tuburi capilare: Urmărește, după 5 minute, pe fond negru, apariția unui precipitat alburiu la limita de separare a celor doi reactivi Antiserul care determină precipitare identifică antigenul După caz, respectă temperaturile și intervalele de incubare-citire recomandate de producător • Reacția în tuburi de precipitare: După cca 15 minute de incubare la temperatura camerei, urmărește și notează apariția inelului de precipitare ia interfața dintre cei doi reactivi In caz de dubiu, agită tuburile, incubează-le 2 ore la 37°C, apoi peste noapte la 4°C A doua zi urmărește depunerea de precipitat la fundul tubului și, în funcție de cantitatea acestuia, notează rezultatele pozitive, semicantitativ, de la ++++ (disc de precipitat compact) până la + Controlul de calitate: Este de dorit ca martori antigen standard să verifice serurile utilizate 2) Reacții de floculare Rezumăm prezentarea reacțiilor de floculare la testul VDRL (Venereal Diseases Research Laboratory) Principiu: VDRL folosește un antigen care conține cardiolipin, lecitină și colesterol pentru a pune în evidență, prin apariția unor grunji de dimensiuni microscopice, anticorpii antilipoidici Testul poate fi calitativ sau cantitativ Indicații: In diagnosticul sifilisului ca test de triaj, pentru monitorizarea terapiei antiluetice și, cu o sensibilitate mai redusă, pentru evidențierea anticorpilor antilipoidici în lichidul cefalorahidian Proba: Ser sanguin sau/și lichid cefalorahidian • Serul sanguin trebuie să fie clar, nehemolizat și necontaminat în cazul probelor tulburi sau hemolizate indicăm o nouă prelevare • Lichidul cefalorahidian prelevat și transportat aseptic Testul VDRL calitativ pentru ser Necesar: 1) Plăci din material plastic cu godeuri (tip O M S recomandate pentru RFC) 2) Seringi de 1 ml și ace de 18 G la care a fost retezat bizoul pentru calibra-rea picăturilor Deoarece acuratețea testului depinde de cantitatea de antigen repartizată, controlează riguros, periodic, acest parametru • Montează acul cu bizoul retezat la o seringă sau Ia o pipetă de 1 mL • Ține seringa sau pipeta vertical și numără picăturile repartizate din 0,5 mL soluție de antigen • Acul este corect calibrat dacă repartizează 30 de picături ± o picătură/0,5 mL antigen • Ajustează sau înlocuiește acul dacă nu corespunde acestei cerințe 3) Pipete automate de 100 și 200 pl și vârfurile necesare 4) Flacoane Erlenmeyer de 30mL cu dop rodat și cu fundul perfect pian 5) Pipete gradate de 1 și 5mL 500 Ț5Jbete de 12/120 mm și stative e-’rifugă icoane din sticlă neutră de 200 și 100 mL cu dop rodat rigider și congelator îaie de apă reglată pentru temperatura de 56°C Agitator mecanic rotativ reglat pentru 180 rotații/minut, care descrie cer-y mm diametru, în plan orizontal în lipsa acestuia, se poale recurge la anuală încercând, pe cât posibil, să menținem aceeași viteză și amplitu-: scării upă cu mărire de 100 x sau un microscop cu obiectiv 10 x și ocular 10 x asă port-obiect a fost astfel modificată încât să susțină placa stabil ’omiulare tip pentru înregistrarea rezultatelor reacțiilor efectuate pe plăci i oluție de NaCI temponată la pH 6,0+0,1 Apă bidistilată 1000,000 mL Na2HPO4 anhidru, p a 0,0,37 g КН^РОд anhidru, p a 0,170 g NaCI p a 10,000 g Formaldehidă neutră, p a 0,500 mL ‘epară soluția într-un flacon cu capac înșurubat sau cu dop rodat Verifică i-ul și păstrează soluția la frigider ită: Această soluție există și ca preparat comercial concentrat de 10 x irdiolipin tip VDRL furnizat de Institutul Cantacuzino Cardiolipinul este >le, dar se păstrează în flacoane de sticlă brună cu dop de plastic înșuru-meric și temperatura camerei (6°-25°C) ruri martor (vezi controlul de calitate) lură: ilzește toți reactivii la temperatura camerei (20°-24°c) Limitele acestei sunt foarte importante deoarece reactivitatea serului scade odată cu și crește odată cu ea La temperaturi joase flocoanele sunt mai reduse-mi ceea ce duce la scăderea sensibilității reacției, iar la temperaturi i cresc sensibilitatea reacției și riscul rezultatelor fals pozitive tivează 30 minute în baie de apă la 56°C serurile de testat și serurile ește serurile inactivate până la temperatura camerei Dacă serurile pre-jă testare după cel puțin 4 ore de la inactivare, reîncălzește-le timp de a 56°C ară și verifică soluția de cardiolipin pentru fiecare ședință de lucru: ează 0,4 mL tampon salin VDRL în partea inferioară a flaconului ră continuu, picătură cu picătură, direct în soluția salină 0,5 mL anti-în interval de 6 secunde rotind balonul pe suprafața mesei Agitarea optimă când centrul flaconului descrie un cerc cu diametrul de aproxi-de 3 ori pe secundă După ultima picătură de antigen continuă rotația înde ;ă 4,1 mL soluție salină tamponată folosind o pipetă de 5mL Închide otește-1 aproximativ de 30 de ori în 10 secunde Soluția antigenică 501 poate fi utilizată numai în intervalul de cca 3 ore de la preparare, cu agitare înainte de fiecare folosire • Testează soluția de antigen cu ser reactiv, slab reactiv și negativ Folosește numai suspensia de antigen care reproduce reactivitatea martorilor 4) Testarea serurilor: • Lucrează într-o ședință 20-30 de seruri pentru ca lectura să fie făcută imediat • Pipetează câte 0,1 mL ser nediluat în primul godeu • Adaugă, cu» acul calibrat, două picături din soluția de antigen • Agită plăcile timp de 4 minute manual sau la agitatorul mecanic La sfârșitul fiecărei ședințe de lucru: aruncă soluția de antigen rămasă, spală acul și seringa prin clătire cu apă, alcool și, în final, cu acetonă; îndepărtează acul - (0) +/- dubios + (1) ++ (2) Citire și interpretare: Citește, imediat după agitare, cu ochiul liber pe fond negru, sau cu mărire de lOOx și înregistrează rezultatele conform schemei din fig 25-1 Serurile negative sunt considerate ca atare, mai ales în absența contextului cli-nico-epidemiologic evocator pentru sifilis Există rare seruri fals negative datorită fenomenului de pre- sau postzonă Serurile pozitive, indiferent de citire, vor fi retestate prin reacția VDRL cantitativă Testul VDRL cantitativ pentru ser în plăci cu godeuri Necesarul și prepararea soluției de antigen sunt aceleași ca pentru testul calitativ (vezi mai sus) Procedura: lucrează câte 10 seruri pentru a putea citi rezultatele într-un interval scurt de timp Reacția se desfășoară tot la temperatura camerei • Diluează serul de cercetat de la 1/1 la 1/128 conform schemei din tabelul 25-2 • Transvazează câte 0,1 mL din al doi- Fig 25-1 Citirea VDRL (mărire de jea gQjeu țn unnătorul, aspirând și descăr- ' când pipeta de 3-4 ori, fără a zgâria fundul godeului; aruncă 0,1 mL din ultimul godeu • Schimbă vârfurile după fiecare probă Doar la nevoie poți folosi același vârf clătit, bine, de cel puțin 3-4 ori cu soluție salină izotonă • Adaugă în fiecare godeu, folosind acul calibrat, câte două picături din soluția de antigen • Agită plăcile manual sau la agitatorul mecanic timp de 4 minute 502 Tabelul 25-2 Repartizarea reactivilor pentru testul VDRL cantitativ în ser Godeul* 1 2 3 4 5 6 7 8 NaCl 0,9% - 0,1 0Л 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Ser de testat 0,1 0,1 - - - - * *■ Antigen (picaturi) 2 2 2 9 o o 2 Diluția 1/1 m /14/ 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 * Volumele sunt în mL ** Din ultimul godeu arunca un volum de lichid Citire și interpretare: Notează intensitatea reacției pe formularul lip pentru fiecare godeu, conform scorului precizat în fig 25-1 Titrul anticoprilor este indicat prin inversul cele mai mari diluții de ser Ia care obținem citire 2+ Pentru interpretarea rezultatelor consultă Capitolul 44 Testul VDRL cantitativ pentru lichidul cefalorahidian Prezentăm tehnica Behrinwerke cu lichid cefalorahidian inactivat Proba: Lichid cefalorahidian prelevat aseptic, centrifugat și inactivai timp de 15 minute la 56°C Necesar: Efectuează reacția în tuburi 12/120 mm Pentru restul materialelor consultă mai sus testul VDRL calitativ cu ser sangvin Procedura: • Repartizează reactivii conform schemei din tabelul 25-3 Tabelul 25-3 Repartizarea reactivilor pentru testul VDRL calitativ cu lichid cefalorahidian inactivat Tuburi* I П Ш IV V Martor LCR Martor antigen NaCl 0,85% - 1 1 1 1 1 1 Tampon salin - - - - - 0,2 Lichid cefalorahidian 1 1 - - - - Antigen 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 - 0,2 Diluție finală 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 * Volumele repartizate sunt în mL ** Din ultimul tub aruncă un volum de lichid • Agită tuburile timp de 15 minute și centrifughează-le 5 minute la 1800 rotații pe minut • Agită din nou tuburile timp de 2 minute Citire și interpretare: Citește cu ochiul liber pe fond negru Reacție pozitivă = agregate vizibile în mediul clar Reacție negativă = dispersia completă Iară agregate, ca la martorul antigen 503 Lichidul cefalorahidian poate rămâne nereactiv în testul VDRL la 30-44% dintre pacienți Pentru amănunte privind interpretarea rezultatelor consultă Capitolul 44 Controlul de calitate al VDRL Controlăm stabilitatea și reactivitatea soluției antigenice respectiv prin: 1) Martorul antigen (antigen + diluent) 2) Martorii ser nonreactiv (negativ), slab reactiv și reactiv • Folosește seruri prelevate de la voluntari cu reacție negativă respectiv pozitivă Alternativ, selectează la fiecare ședință de lucru asemenea seruri în măsura în care sunt limpezi și nehemolizate Conservă prin congelare amestecurile fiecărei categorii de ser • Inactivează, 30 minute la 56°C, serurile martor • Dacă folosești amestecuri de seruri rezultate după ședințele de lucru, sunt necesare următoarele operații suplimentare înainte de inactivare: decongelarea, filtrarea pentru clarificare și sterilizare, utilizând membrane filtrante cu porozități corespunzătoare • Titrează serurile Martorul nereactiv (negativ) este reprezentat de serul care dă la toate diluțiile testate citire 0 Diluează serul pozitiv în ser normal (nereactiv) pentru a obține martorul ser reactiv (diluția cea mai mare care dă reacție cu intensitate 4+) și martorul slab reactiv (diluția cea mai mare care dă reacția cu intensitate 2ч-) • Conservă martorii astfel obținuți în volume de 2 ml, îh tuburi ermetic închise și congelate la - 20°C în aceste condiții de conservare pot fi folosiți pe parcursul a 3 luni Variații preanalitice pot influența rezultatele testului VDRL: e g , • la pacienții tratați cu heparină, sulfamide, preparate pe bază de arsen, reacția poate fi fals pozitivă, • la pacienții tratați cu vitamina Bj, tiroxină, lecitină, reacția poate fi fals negativă; • prelevarea probelor de sânge trebuie temporizată după consumul de alcool sau în stări febrile 25 2,2 Reacții de difuzie în gel Difuzia reactanților (i e antigen, anlicorp) în gel poate fi spontană, imunodifuzie, sau accelerată în câmp electric, electroimunodifuzie Imunodifuzia este simplă, când un singur reactiv difuzează către celălalt, sau dublă, când reactivii difuzează unul către celălalt; lineară, când difuzia are loc în coloană de gel, sau radiară, când difuzia are loc în strat subțire de gel în microbiologia clinică au rămas în uz numai imunodifuzia radiată simplă (e g , lestul Mancini) și cea dubla (e g , testul Ouchlerlony, Elek) Electroimunodifuzia are și ea mai multe variante: imunoelectroforeza imuno-electroforeza contracurent numită și contraimunoeleclroforeza (CIE) și electroimunodifuzia simplă (tehnica Laurefl) Dintre variantele electroimunodifuziei, în microbiologia clinică mai recurgem ocazional la CIE 25 2 2 1 Inwnodifuzii 1) Imunodifuzia radială simplă, testul Mancini Principiu: Când un antigen difuzează radiat într-un gel care conține anticorpul omolog, într-o concentrație judicios aleasă, va forma un inel de precipitare acolo 504 unde reactanții realizează echivalența Deci diametrul inelului de precipitare este proporțional cu concentrația de antigen în condițiile unei concentrații date de anticorp (fig 25-2) Indicații: Dozarea unor antigene, în general proteice, în umorile organismului (e g , Institutul Cantacuzino din București oferă truse pentru dozare: IgG, IgA, IgM a-1 anlitripsinei, proteinei C reactive, fracțiunii С; a complementului, siderofilinei) Proba: Ser sangvin Necesar: 1) Trusa furnizată de producător: imunoplăci, antigenul de referință, riglă gradată transparentă (fig 25-3), tabel interpretativ Fig 25-2 Imunodiftizia radiată simplă (testul Mancini) 1) Ser de referință; 2) la (9) seruri de testat Fig 25-3 Rigla pentru citirea rezultatelor testului Mancini (în exemplul dat diametrul corespunde valorii dc 18 mm) 2) Micropipetă reglabilă între 50 și 200 pl pentru efectuarea diluțiilor eventual necesare, ale serului de testat și micropipetă de 5 p 1 pentru repartizarea probelor 3) Soluție salină izotonă Procedura: Cu micropipetă de 5 pl, depune în godeul central serul uman de referință, iar în godeurile periferice probele conform schemei din fig 25-2 Incu-bează ia 37°C 24-48 ore, funcție de trusă Citire și interpretare Măsoară cu rigla specială diametrul inelelor de precipitare începând cu godeul martor și interpretează valorile conform tabelelor de referință înmulțește indicația tabelară cu inversul diluției probei Controlul de calitate Diametrul inelului de precipitare pentru serul de referință poate fi exact ca cel indicat în tabele, mai mic sau mai mare Un diametru egal cu cel indicat de producător validează testul Dacă diametrul este mai mic atunci pentru fiecare probă adaugă diferența corespunzătoare în caz ul diametrclor mai mari decât valoarea maximă înscrisă în tabele, repetă reacția cu diluții mai mari ale probei Absența sau diametrul foarte redus al inelului de precipitare impune reluarea testării cu proba nediluată Erori ale testului pot fi datorate: • Serurilor menținute timp îndelungat la frigider pentru că după un interval mai mare de trei zile scade, de regulă, cantitatea reactantului urmărit, crește riscul contaminării probei și apariției unor inele de precipiare nespecifică 505 corpului din gel și 7 Fig 25-4 Imundubla difuzie radială Ouchterlony 1) Martor pozitiv; 2) Martor negativ; 3) Ser de referință anti-antigen de testat; 4), 5), 6) și 7) sunt seruri de testat (4 și 6 probe pozitive) • Pipetelor incorect calibrate • Conservării neadecvate a plăcilor (e g , deshidratarea crește concentrația anti-i difuzibilitatea probei) 2) Imunodubla difuzie radială Principiu: în gel de agar sau agaroză, cei doi reactivi, antigenul în soluție și serurile (de referință sau de la pacienți) difuzează radiar din godeurile îh care au fost repartizate (fig 25-4) în zona de echivalență, cei doi reactanți formează o linie de precipitare • Testul Ouchterlony Indicații: în microbiologia clinică testul mai este util pentru diagnosticul unor micoze și paraziteze Necesar: gel de agar sau agaroză, suport orizontal pentru turnarea gelului pe lame de microscop noi, ștanță pentru decupat godeuri, seruri și antigene de referință, pipetă gradată de 5 mL, micropipetă sau pipete Pasteur, baie de apă Procedura: 1) Topește agarul (1%) sau agaroza (0,9%) la baia de apă și toarnă pe o lamă de microscop, menținută perfect orizontal, 3,5 mL din gelul obținut Gelul stoc trebuie prezervat prin mertiolat de sodiu (0,01-0,02%) sau azidă de sodiu (0,02%) 2) Menține lama 15 minute la temperatura camerei și peste noapte la frigider în cameră umedă 3) A doua zi, plasează lama pe șablon (fig 25-4) și extrage, prin aspirare, rondelele de gel decupate cu ajutorul ștanței 4) Marchează și umple godeurile, conform schemei din fig 25-4 cu ajutorul micropipetei sau pipetei Pasteur, fără ca lichidul să reflueze 5) Incubează timp de 24 ore la 37°C în cameră umedă Citire și interpretare: Citește reacția cu ochiul liber sau cu o lupă de mână pe fond întunecat; liniile de precipitare devin vizibile după 2 ore, se accentuează după 4 ore și sunt mult mai bine observate a doua zi Rezultatele sunt calitative și pot fi interpretate conform schemei din fig 25-5 O Ag a (I) Ag a anti-A + anti-B Fig 25-5 Dubla difuzie Ouchterlony I reacția de identitate: a - antigen, A - anticorpi specifici; II reacția de neidentitate: a și b sunt antigene, A și В anticorpi specifici; III reacția de identitate parțială: a și a2 sunt antigene, A și A! sunt anticorpii specifici 506 Controlul de calitate: La fiecare grup de godeuri, plasează în două godeuri diametral opuse, antigenul de referință (martorul pozitiv) Limite: Testul Ouchterlony este puțin sensibil, iar rezultatele sunt relativ tardive • Testul Elek depistează in vitro toxina difterică (vezi Capitolele 30 i și 40) 25 2 2 2 Electroimunodifuzii • Contraimunoelectroforeza (CIE) Principiu Antigenele și anticorpii sunt amfoteri: se comportă ca anioni sau cationi în funcție de pH-ul fazei de dispersie La pH alcalin moleculele de imuno-globuline, adică anticorp, au încărcătură electrică redusă, în schimb cele de antigen au, de regulă, o încărcătură electronegativă semnificativă în consecință, într-un gel, preferabil de agaroză, Ia pH 8,6 și când tamponul din gel are forță ionică inferioară celui din băile electrozilor, anticorpii sunt antrenați, prin curentul de electro-endosmoză, spre catod, iar antigenele, cu sarcină electronegativă mai mare, migrează în câmpul electric spre anod Când godeul cu anticorp este dispus spre anod, iar ce] cu antigen spre catod, cei doi reactivi sunt deplasați rapid în sens contrar și, dacă sunt hoinologi, formează, acolo unde se întâlnesc în proporții echivalente, o linie de precipitare Indicații: Detectarea de antigene direct în prelevate patologice sau evidențierea de anticorpi Proba: ser sanguin, lichid cefalorahidian, urină etc Necesar: 1) Aparat de eiecîroforeză și punți de legătură gel-tampon 2) Gel de agaroză 0,8% 3) Tampon veronal pH 8,6 (vezi Capitolul 42) 4) Suport orizontal pentru turnarea gelului pe lame de microscop noi 5) Stanță metalică pentru decupat godeuri 6) Micropipetă sau pipete Pasteur 7) Seruri și antigene de referință Procedura: 1) Pregătește lamele cu gel de agaroză conform indicațiilor de la testul Ouchterlony Folosind hârtie șablon (fig 25 6), decupează cu ștanța metalică și aspiră gelul pentru a realiza godeuri cu un contur perfect 2) Repartizează probele, antiserurile și antigenele de referință, conform schemei din fig 25 6, cu o micropipetă de 5 pi sau cu o pipetă Pasteur, menținută în poziție verticală, Iară a depăși marginile godeurilor Anticorp Antigen 1 O O 4 O O 7 O o 2 O O 5 O O 8 O 1 o 3 O 0 6 O 1 O 9 O o Anod (+) Catod (-) Fig 25-6, Contraimunelectroforeza (1) Martor pozitiv; (2) Martor negativ; (3-9) Seruri de testat 507 3) Introdu lamele în aparat și respectă orientarea spre anod a godeurilor cu anticorpi 4) Plasează punțile din hârtie de filtru pentru legătura dintre lamă și băile electrozilor 5) Branșează aparatul la rețea Asigură intensitatea de 50 V per lamă și o durată a migrării de 30-60 minute 6) Debranșează aparatul de la rețeaua electrică 7) Introdu și menține lama, 30 de minute, în ser fiziologic pentru îndepărtarea precipitatelor nespecifîce și accentuarea liniilor de precipitare Citire și interpretare Depistarea liniilor de precipitare o facem imediat cu ochiul liber sau cu lupa Exprimă rezultatele calitativ: prezent versus absent Lamele pot fi păstrate timp îndelungat dacă sunt spălate cu apă distilată (3 băi succesive în interval de 24 ore), uscate și colorate Controlul de calitate Martorii pozitiv și negativ sunt indispensabili verificării tehnicii Anterior reacției verifică și capacitatea lor precipitantă (de dorit cu antigene sau anticorpi titrați prin alte metode cantitative) Limite Sensibilitatea metodei este modestă, de ordinul pg per mL; poate crește prin concentrarea antigenului din probă (e g , după untracentrifugare sau tratare cu PEG 6000) ori izolarea virusului din produsul patologic cu testarea ulterioară a probelor din sistemul de izolare Unele antigene migrează catodic și dau rezultate fals negative Remediul poate fi „anodizarea” antigenului, prin tratarea sa cu acid carboxifenil boronic, sau introducerea unui tampon corespunzător punctului izoelectric al antigenului Avantajele metodei, comparativ cu imunodifuzia spontană, sunt: rapiditate, simplitate, economie prin testarea simultană a mai multor probe cu cantități mai mici de reactivi • Electroimunodifuzia simplă Laurell într-un strat de gel care conține o cantitate determinată de anticorpi electri foreza proteinei-antigen din probă duce la formarea unor conuri de precipitare a căror înălțime este direct proporțională cu cantitatea acestui antigen Metoda este indicată pentru dozarea proteinelor care migrează ab initio spre anod sau o pot face după o tratare care să schimbe punctul izoelectric Pentru amănunte tehnice, cei interesați de această metodă pot consulta bibliografia recomandată (lonescu-Dorohoi et al , 1986) 25 3 METODE DE DISPERSIE A LUMINII PENTRU CUANTIFICAREA COMPLEXELOR ANTIGEN-ANTICORP Imunonefelometria și imunoturbidimetria sunt metode prin excelență adaptate dozărilor automate (e g , analizoarele oferite de Вehring Diagnostics Inc , Abbott Laboratories) Pentru amănunte recomandăm consultarea edițiilor succesive ale Manualului Laboratorului de Imunologie Clinică editat de American Society for Microbiology (Rose et al , 1986, 1992) 508 25 4 REACȚII DE AGLUTINARE 25 4 1 Reacții de aglutinare directă • Reacția de aglutinare pe „Iamă“ Principiu: Antigenul somatic (0), flagelar (H) sau capsulat al bacteriilor reacționează cu anticorpii omologi și formează agregate vizibile cu ochiul liber Numai aglutinarera rickettsiilor sau leptospirelor trebuie urmărită microscopic Indicații: Completează identificarea biochimică prezumtivă a unor bacterii (e g , Salmonella, Shigella ș a ) sau identifică serovaruri ca markeri de patogenitate {e g Haemophilus influenzae tip b, tulpinile EPEC) ori epidemiologici Proba: Cultura pură, proaspătă, a tulpinii de testat pe pantă de agar TSI, de agar nutrivit sau pe un mediu diferențial Necesar: Baterie cu seruri de referință polivalente și monovalente specifice de grup/tip diluate, la litrul indicat de producător, în soluție salină izotonă fenolată 0,2% Procedura: Uzual este folosită aglutinarea pe lame de microscop Din rațiuni de securitate microbiologică, preferăm să o efectuăm pe suprafața interioară a unei cutii Petri 1 1) Trasează, cu creion dermatograf, pe suprafața interioară a cutiei Petri cu diametrul de 10 cm un caroiaj cu dreptunghiuri de cca 1,5/2 cm Alte creioane marker nu asigură hidrofobia necesară perimetrului reacției 2) Prepară din cultura de testat cca 1 mL de suspensie foarte densă în soluție salină izotonă fenolată 3) Depune ia o extremitate a primelor două dreptunghiuri câte o picătură din suspensia de testat, iar la cealaltă extremitate o picătură de soluție salină izotonă fenolată, în primul dreptunghi (martorul pentru autoanglutinare) și o picătură de ser polivalent în al doilea 4) Cu o mică baghetă din lemn sau plastic, amestecă cele două picături ale fiecărui dreptunghi într-o arie ovală 5) Imprimă ușoare mișcări de înclinare cutiei timp de un minut, pentru a completa amestecarea reactivilor 6) Urmărește pe fond negru apariția aglutinării Pentru un număr limitat de aglutinări poți folosi și lame de microscop realizând suspensionarea și omogenizarea culturii direct cu ansa Procedeul este mai greoi, suspensiile variază ca densitate de la o picătură la alta, iar riscul contaminării este mai mare Citire și interpretare: • Test pozitiv: aglutinare evidentă în interval de 1 minut în picătura cu ser imun, absența aglutinării Ia martor • Test negativ: absența aglutinării în ambele picături Un martor mai sensibil pentru depistarea mutației O-R este testarea culturii cu soluție 1/500 de tripaflavină în soluție salină izotonă Dacă ai obținut aglutinare cu serul polivalent, continuă testarea suspensiei cu serurile monovalente corespunzătoare Controlul dc calitate: Verifică fiecare lot nou de seruri aglutinate cu o tulpină omologă (aglutinare) și una heterologă (absența aglutinării) proaspăt izolate sau conservate pe pantă de mediu Mc Coy cu gălbenuș de ou 509 • Reacția de aglutinare în tuburi Indicații: (1) Confirmarea rezultatelor aglutinării pe „lamă“ sau tranșarea lor când sunt incerte (aglutinarea cu mai multe seruri, aglutinări tardive) (2) Tilrarea aglutininelor pentru diagnostic seroimunologic Necesar: Pentru confirmarea identității antigenice Suspensia antigenică preparată diferențiat cu tipul antigenului implicat: - Antigene H (e g , Salmonella)' cultură de 8 ore în bulion, cu mobilitate verificată microscopic, fonnolată 0,2 % - Antigene 0: suspensie din cultura de 20 ore pe agar nutritiv inactivată 12,5 ore la 100°C dacă bacteria este mobilă sau are antigene de înveliș care o pot face inaglutinabilă prin seruri anti-0 (e g , antigen К la Shigella subgrup A, C, D; antigenele L și В la Escherichia coli; antigenul Vi) Bacteriile imobile sau fără antigene К pot fi folosite în suspensii vii Antigenul de înveliș К și variantele sale: suspensie din cultura de 20 ore pe agar nutritiv, formolată 0,2% Ajustează suspensiile astfel condiționate la densitatea etalonului 2 Mac Farland Serul(rile) de referință indicat(e) de rezultatul aglutinării pe lamă Pentru diagnosticul iniunoserologic 1) Probe de ser prelevate în dinamică 2) Antigen(e) de referință Materiale comune ambelor indicații: 1) Eprubete 12/120 mm, stative pentru baia de apă, pipete gradate 2) Soluție salină izotonă 3) Baie de apă cu temperatură reglabilă; la nevoie doar termostat 4) Oglindă de microscop Procedura: 1) Diluează, după caz, serul de referință sau de cercetat conform schemei din tabelul 25-4 Lucrează numai cu seruri perfect limpezi nehemolizate 2) Omogenizează conținutul tuburilor și incubează stativele după cum urmează: - Pentru antigenele H: 2 ore la 52°C sau 4-5 ore la 37°C și 10 minute la temperatura camerei - Pentru antigenele 0* 20 ore la 52°C (în caz de nevoie la 37°C și 20 de ore la temperatura camerei; posibil și peste noapte la 37°C) - Pentru antigenul tularemie: 2-3 ore la 50°C și 18 ore la 4°C - Pentru antigenul Brucella: 24 ore la 37°C și 2 ore la temperatura camerei Citirea și interpretarea: Comparativ cu martorul pentru stabilitatea suspensiei de antigen, observă supematantul și, cu ajutorul oglinzii, fundul tubului Aglutinatul H apare floconos, ușor disociabil prin agitare Aglutinatele O și К sunt dense, grunjoase Folosește următoarele simboluri pentru intensificarea reacției: 0 = aspect identic cu martorul; 1+ = depozit absent, aglutinare vizibilă numai ia mărire cu oglinda concavă; 2+ = supematant ușor opalescent, aglutinat depus, cvasifloconos sau grunjos, vizibil cu ochiul liber; 3+ = supematant foarte ușor opalescent, depozit floconos, respectiv grunjos cu tendință la formare de peliculă; 510 Tabelul 25-4 Schema reacției de aglutinare în tuburi pentru titrarea anticorpilor* Tuburi (numărul) 1 2 3 4 5 6 7 Martor antigen Diluent (mL) 0,92 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 Ser testat (mL) 0,08 Transvazează și omogenizează câte 0,5 mL din tub în tub începând cu tubul 1; aruncă 0,5 mL din tubul 7 - Antigen 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 ■ Soluția finală a serului testat 1/25 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 - * Schema poate fi adaptată: (1) Pentru alte game de diluții: e g (0 9 mL diluent -i- 0,lmL ser testat)-► 1/20,1/40, etc (2) Pentru testarea unui ser față de mai multe antigene, multiplicăm cifrele din schemă cu numărul antigenelor, după care, pornind de la diluția cea mai mare, repartizăm 0,5 mL din fiecare diluție în câte un șir corespunzător de tuburi E g , pentru reacția serică calitativă în diagnosticul febrelor enterice, daca utilizam 6 antigene (АО, ВО, ЕЮ, a, b, d) vom omogeniza 0,48 mL ser testat în 5,52 mL diluent, cu transvazarea și omogenizarea a 3 mL diluție, din tub în tub 4+ = superenatant perfect clar, depozit floconos bogat, respectiv peliculă continuă, omogenă de aglutinare, care acoperă fundul tubului („umbrelă") Titrul este indicat de tubul cu aglutinare 2+ Rezultatul reacției de aglutinare pe lamă este confirmat dacă antigenul aglutinează cel puțin până la jumătatea litrului nominal al serului de referință Interpretează titrul aglutininelor pentru diagnosticul imunoserologic conform precizărilor de la 1,3 4 3 și din tabelele sinoptice ale Capitolului 44 25 4 2 Reacții de aglutinare indirectă (pasivă sau pe suport) Reacțiile de aglutinare indirectă sunt definite ca agregarea specifică imunochimică a unor particule (critrodte, particule de latex, mai rar de bentonită, cărbune, colodiu etc ) coafate cu antigene sau anticorpi pentru a putea identifica anticorpii, respectiv antigenele specifice lor Antigenele sau anticorpii sunt atașați pe diferite suprafețe fie prin legături covalente, fie prin forțe intermoleculare electrostatice în proba de testat (ser sangvin, lichid cefalorahidian, fecale, urină etc ) putem detecta antigene sau anticorpi, în funcție de elementul atașat de suport (anticorpi, respectiv antigene) Coaglutinarea este o aglutinare indirectă care folosește ca suport tulpina Cowan de Staphylococcus aureus (ATCC, 12498) a cărei proteină A fixează anticorpi prin fragmentul Fc, lăsând reactive fragmentele Fab Astfel coaglutinarea este folosită pentru detectarea antigenelor Marea sensibilitate a acestor teste permite și determinări semicantitative Mai multe firme (e g , Oxoid, bio Merieux, Murex, Sanofi-Pasteur etc ) oferă variate truse pentru: - detectarea rapidă și sensibilă, direct în prelevate patologice, a unor antigene bacteriene (streptococi grup AșiB, pneumococi, meningococi, Haemophilus influen- 511 zae tip b, Escherichia coli K1 ș a ), fungice (Cryptococcus neoformans, Candida, Aspergillus), virale (rotavirus, antigen HBs), ori enterotoxine (stafilococice, de Closîridium perfringens, Bacillus cereus); - identificarea rapidă a unor izolate ca streptococii de grup А, В, C, D, F, G, Escherichia coli 0157, Liste reia топосу togenes, Legionella pneumophila sau a unor toxine din filtratul culturilor bacteriene; - diagnostic imunoserologic prin latex aglutinare (mononucleoză infecțioasă prin detectarea anticorpilor beterofili, infecția cu Helicobacter pylori, detectarea titrurilor semnificative ale ASLO) sau prin hemaglutinare pasivă (sifilis) 25 5 REACȚIA DE FIXARE A COMPLEMENTULUI Principiu: Reacția de fixare a complementului (RFC) asociază două complexe antigen-anticorp care își dispută complementul: primul, un cuplu virtual posibil, în care unul dintre reactanți este cunoscut, iar reactantul omolog poate fi prezent sau nu, al doilea cuplu este preformat prin reacția hematiilor de berbec cu serul anti-hematii de berbec (cuplul hemolitic) Dacă primul cuplu se formează activează („fixează") complementul pe calea clasică Rar fixarea complementului pe un cuplu antigen-anticorp este vizibilă in vitro (e g , reacția de vibroiiză, aglutinarea cu liza leptospirelor) De aici necesitatea de a testa remanența complementului în sistem printr-un cuplu indicator, cuplul hemolitic Dacă în sistem persistă complement activ, primul cuplu nu s-a format, iar hematiile sunt Uzate = reacție negativă In absența complementului, „fixat" pe primul cuplu, hematiile nu sunt Uzate = reacție pozitivă (fig 25 7 ) Reacție pozitivă Reacție negativă PRIMA Ser imun (anticorp) + - REACȚIE Antigen microbian + Complement + + A DOUA Hematii de oaie 4- + REACȚIE Ser hemolitic + + antioaie Absența Hemoliză hemolizei Fig 25-7 Schema reacției de fixare a complementului Indicații: Reacția de fixare a complementului poate fi utilizată fie pentru identificarea antigenelor specifice de grup, fie, mai frecvent, pentru serodiagnostic când, cu baterii de antigene cunoscute, putem titra anticorpii fixatori de complement care, de regulă, persistă până la un an de zile Acești anticorpi apar precoce în cursul infecțiilor, deci semnificația prezenței lor este de infecție acută sau recentă; excepție fac unele infecții ale sistemului nervos central când apar tardiv Reacția de fixare a complementului este încă utilă pentru diagnosticul infecțiilor respiratorii acute (e g , gripă, pneumonii interstițiale), a rickettsiozelor sau leptospirozelor 512 Probe: • Pentru serodiagnostic: seruri prelevate în dinamică respectând, în afara momentului prelevării, alte două exigențe majore: manipularea aseptică și evitarea he-molizei • Pentru identificarea antigenică: uzual virusuri, rickettsii, chlamidii, izolate pe o gazdă de laborator adecvată, problemă a laboratoarelor de referință Necesarul pentru RFC în serodiagnostic: 1) Bateria cu antigene de referință Institutul Cantacuzino din București oferă următoarele antigene fixatoare de complement: baterie pentru diagnosticul infecțiilor respiratorii acute (adenovirus, virusul gripei A și B, Mycoplasma pneumoniae, Coxiella burnetii, Chlamydia), Leptospira biflexa Patoc, Brucella, antigen cardioli-pinic și antigen treponemic purificat 2) Seruri martor pozitive și negative corespunzătoare fiecărui antigen Unele sunt furnizate de producătorul antigenului, altele trebuie reținute, după verificarea în titrări anterioare, și conservate la -25°C 3) Plăci din material plastic cu godeuri, tip O M S , care au godeurile dispuse în 8 coloane (corespunzătoare diluțiilor de ser) și 10 șiruri (corespunzătoare serurilor testate) 4) Hematii de berbec Trebuie prelevate de la un animal sănătos care nu este sângerat prea frecvent și excesiv Recoltate în soluție Alsever (vezi Capitolul 42) pot fi conservate o săptămână la 4°C 5) Ser hemolitic anti-oaie livrat de diverse firme (e g , Institutul Cantacuzino București); trebuie conservat la 4°C 6) Complement: ser sangvin de la cobai adulți Sângerează prin puncție cardiacă animalele ținute 12-18 ore la post Lasă să coaguleze sânge prelevat de la fiecare animal în tuburi înclinate la 10°C, timp de 2 ore la temperatura camerei Desprinde prin agitare cheagul și menține tuburile peste noapte la 4°C A doua zi, separă cât mai complet serurile, la nevoie centrifughează pentru îndepărtarea urmelor de hematii Amestecă serul de la mai multe animale și conservă-1 prin metoda Richardson (vezi Capitolul 42) Firme comerciale livrează complement conservat prin diferite metode mai mult sau mai puțin satisfăcătoare 7) Tampon veronal salin (TVS) pH 7,3 (vezi Capitolul 42) 8) Tuburi de hemoliză (16/80 mm, la nevoie 12/120 mm) și stative 9) Pipete gradate și pipete automate 10) Ventuze din sticlă pentru soluțiile de lucru ale reactivilor 11) Baie de apă cu temperatură reglabilă, termostat la 37°C și frigider la 4°C Procedura Prezentăm, pe rând, procedura pentru standardizarea reactivilor și pentru testul final de fixare a complementului în scop serodiagnostic I Standardizarea reactivilor A Hematiile 1) Agită flaconul pentru omogenizarea suspensiei stoc de hematii, transferă cca 2 mL într-un tub conic de centrifugă gradat, diluează de cca 10 x cu TVS și centrifughează 10 minute la 1000 x g în centrifugă cu rotor orizontal 513 Probe: • Pentru serodiagnostic: seruri prelevate în dinamică respectând, în afara momentului prelevării, alte două exigențe majore: manipularea aseptică și evitarea he-molizei • Pentru identificarea antigenică: uzual virusuri, rickettsii, chlamidii, izolate pe o gazdă de laborator adecvată, problemă a laboratoarelor de referință Necesarul pentru RFC în serodiagnostic: 1) Bateria cu antigene de referință Institutul Cantacuzino din București oferă următoarele antigene fixatoare de complement: baterie pentru diagnosticul infecțiilor respiratorii acute (adenovirus, virusul gripei A și B, Mycoplasma pneumoniae, Coxiella burnetii, Chlamydia), Leptospira biflexa Patoc, Brucelki, antigen cardioli-pinic și antigen treponemic purificat 2) Seruri martor pozitive și negative corespunzătoare fiecărui antigen Unele sunt furnizate de producătorul antigenului, altele trebuie reținute, după verificarea în titrări anterioare, și conservate la -25°C 3) Plăci din material plastic cu godeuri, tip O M S , care au godeurile dispuse în 8 coloane (corespunzătoare diluțiilor de ser) și 10 șiruri (corespunzătoare serurilor testate) 4) Hematii de berbec Trebuie prelevate de la un animal sănătos care nu este sângerat prea frecvent și excesiv Recoltate în soluție Alsever (vezi Capitolul 42) pot fi conservate o săptămână la 4°C 5) Ser hemolitic anti-oaie livrat de diverse firme (e g Institutul Cantacuzino București); trebuie conservat la 4°C 6) Complement: ser sangvin de la cobai adulți Sângerează prin puncție cardiacă animalele ținute 12-18 ore la post Lasă să coaguleze sânge prelevat de la fiecare animal în tuburi înclinate la 10°C, timp de 2 ore la temperatura camerei Desprinde prin agitare cheagul și menține tuburile peste noapte la 4°C A doua zi, separă cât mai complet serurile, la nevoie centrifughează pentru îndepărtarea urmelor de hematii Amestecă serul de la mai multe animale și conservă-1 prin metoda Richardson (vezi Capitolul 42) Firme comerciale livrează complement conservat prin diferite metode mai mult sau mai puțin satisfăcătoare 7) Tampon verona! salin (TVS) pH 7,3 (vezi Capitolul 42) 8) Tuburi de hemoliză (16/80 mm, la nevoie 12/120 mm) și stative 9) Pipete gradate și pipete automate 10) Ventuze din sticlă pentru soluțiile de lucru ale reactivilor 11) Baie de apă cu temperatură reglabilă, termosîat la 37°C și frigider la 4°C Procedura Prezentăm, pe rând, procedura pentru standardizarea reactivilor și pentru testul final de fixare a complementului în scop serodiagnostic I Standardizarea reactivilor A Hematiile 1) Agită flaconul pentru omogenizarea suspensiei stoc de hematii, transferă cca 2mL într-un tub conic de centrifugă gradat, diluează de cca 10 x cu TVS și centrifughează 10 minute la 1000 x g în centrifugă cu rotor orizontal 2) Decantează supernatantul și resuspensionează hematiile în cca lOmL TVS Centrifughează Repetă această etapă în întregime Dacă supernatantul este incolor, marchează volumul sedimentului de hematii; dacă rămâne roz, repetă spălarea până la supematant incolor 3) Decantează supernatantul și adaugă volumul necesar de TVS pentru a obține în final o suspensie de lucru cu 4% (V/V) hematii Nota 1: Necesitatea a mai mult de 4 spălări indică hematii vechi cu rezistență scăzută, riști rezultate fals negative înlocuiește hematiile cu altele proaspete Nota 2: Etalonarea suspensiei de hematii pentru lucru poate fi făcută, mai precis, spectrofotometric la 540 nm lungime de undă, față de o curbă etalon, trasată cu cianmethemoglobină Cei interesați pot consulta, bibliografia recomandată (Duca et al , 1976, 1977) B Titrarea serului hemolitic Titrează fiecare lot de ser hemolitic cu complementul „în tablă de șah“ pentru a determina diluția optimă de ser hemolitic necesară reacțiilor subsecvente Repetă operația la intervale de câteva luni până la epuizarea lotului 1) Diluează complementul de la 1/30 până la 1/140 în trepte strânse după cum urmează: omogenizează 1 mL complement conservat prin metoda Richardson în 7 mL de apă distilată pentru a obține diluția 1/30 a reactivului Dacă utilizezi complement conservat prin alte metode (e g , liofilizare) ține cont de efectuarea diluției In continuare prepară gradientul de diluții într-un șir de 12 tuburi conform indicațiilor din tabelul 25-5 Tabelul 25-5 Prepararea gradientului de diluții ale complementului Complement 1/10 (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0 5 0,5 0,5 0,5 Tampon veronal (mL) 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 Reciproca diluției de complement 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 2) Repartizează câte 0,2mL TVS în fiecare godeu al plăcii (înlocuiesc volumul de 0,1 mLser și respectiv antigen din testul final) și adaugă încă 0,1 mL TVS în godeurile coloanei martor ser hemolitic (înlocuiește volumul de 0,1 mL complement) conform schemei din tabelul 25-6 3) Adaugă 0,1 mL din fiecare diluție de complement în godeul corespunzător (Tabelul 25-6 ) 4) Acoperă plăcile cu o altă placă pentru a preveni evaporarea și incubează peste noapte la 4°C 514 Tabelul 2b~6 Titrarea în tablS de șah a serului hemolitic și complementului Reciproca dihiției de ser hemolitic Reciproca diluției de complement Martor ser hemolitic Ser hemolitic reciproca diluției 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 Martor ser hemolitic 25 0 0 0 0 0 0 1 3 3 4 4 4 4 50 0 0 0 0 0 0 1 4 4 4 4 4 4 100 0 0 0 0 0 0 2 3 4 4 4 4 4 200 0 0 0 0 0 0 3 3 4 4 4 4 4 400 0 0 0 1 2 4 4 4 4 4 4 4 4 800 0 0 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 1600 1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 Martor complement 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 Scorul reacției: 0 = hemoliza completă: 1 = 75% hemoliză (25% hematii sedimentate)', 2 = 50% hemoliza (50% hematii sedimentate): 3 = 25% hemoliză (75% hematii sedimentate): 4 = 0 hemoliză (100% hematii sedimentate) 5) Prepară diluții duble ale serului hemolitic de la 1/25 până la 1/1600 Pentru aceasta: • Diluează inițial serul hemolitic 1/12,5:0,5 mL ser hemolitic + 5,75mL TVS • Repartizează mtr-un stativ 8 tuburi de hemoliză și numerotează-le • Folosind o pipetă gradată de 5 mL, repartizează în fiecare tub câte 1 mL TVS • Cu o pipetă de 1 mL adaugă în prima eprubetă 1 mL din diluția 1/12,5 a serului hemolitic • Folosind de fiecare dată o nouă pipetă de 1 mL, aspiră și respinge de 5X conținutul tubului precedent (i e nr 1, 2 ș a ) și transvazează 1 mL în următorul tub până la tubul nr 7 din care aruncă ImL Tubul nr 8 rămâne numai cu 1 mL TVS ca martor pentru complement 6) Prepară suspensia 4% de hematii de berbec în TVS și repartizează câte 1 mL în 8 tuburi de hemoliză 7) Plasează stativul cu ambele șiruri de tuburi 15 minute în baie de apă la 37°C pentru echilibrarea temperaturii 8) Sensibilizează hematiile transvazând suspensia în tubul cu fiecare diluție de ser hemolitic și agitând rapid pentru omogenizare Incubează hematiile sensibilizate 10 minute în baia de apă la 37°C 9) Menține hematiile sensibilizate la 4°C peste noapte 515 A doua zi: 10) Plasează pentru 30 minute plăcile cu diluțiile de complement în termo-stat la 37°C, iar stativul cu hematiile sensibilizate în baia de apă la 37°C 11) Pipetează 0 1 mL suspensie de hematii sensibilizate în șirul de go-deuri corespunzător diluției de ser hemolitic și 0,1 mL suspensie de hematii în TVS în godeurile martorului complement (tabelul 25-6) 12) Incubează plăcile 30 minute la 37°C cu agitare ușoară a conținutului godeurilor inițial, după 15 minute și final 13) Plasează plăcile la 4°C până la sedimentarea eritrocitelor nehe-molizale Citirea și interpretarea titrării serului hemolitic La martorii ser hemolitic și complement citirea trebuie să fie 4: absentă complet hemoliză Notează pe fișa șablon, care reproduce imaginea plăcii cu godeuri, rezultatele conform scorului precizat la subsolul tabelului 25-6 Titrul serului hemolitic, numit și unitate hemolitică, este dat de dilujia care dă hemoliză completă (citire 0) cu diluția cea mai mare de complement In RFC folosim 2 U hemolilice Conform exemplului din tabelul 25 6 o unitate hemolitică este cuprinsă în 0,1 mL din diluție 1/200 a serului hemolitic titrat Deci acest ser îl vom folosi în RFC la diluția 1/100 C Titrarea complementului în prezența antigenului trebuie să fie făcută în ziua testului și evită interferența unor minime efecte anticomplementare ale antigenului 1) Diluează serul hemolitic în TVS pentru a asigura 2 U hemolitice/0,1 mL (conform exemplului ales, diluția 1/100) și sensibilizează suspensia cu 4% hematii de berbec (vezi В 6-8) 2) Prepară gama diluțiilor de complement conform precizărilor din tabelul 25-5 3) Diluează cu TVS același antigen care va fi folosit în reacția finală pentru a asigura 2 U antigen/0,1 mL (vezi D, definiția unității de antigen) 4) Repartizează câte 0,1 mL TVS în fiecare din godeurile unui șir (în locul a 0,1 mL ser utilizați în reacția finală) 5) Repartizează câte 0,1 mL diluție de antigen în fiecare godeu 6) Repartizează câte 0,1 mL din fiecare diluție de complement în godeul corespunzător 7) Acoperă placa cu o a doua inversată și menține-Ie 30 minute la 37°C 8) Repartizează în fiecare godeu câte 0,1 mL suspensie de hematii sensibilizate 9) Incubează placa 30 minute la 37°C cu agitare inițial, după 15 minute și final 10) Menține placa la 4°C până la sedimentarea hematiilor nehemolizate Citirea și interpretarea titrării complementului în tabelul 25-7 exemplificăm rezultatele unei titrări de complement în prezența antigenului Doza minimă hemolitică 50% (DMH50) a complementului este indicată de cea mai mare diluție a complementului care lizează 50% din hematii (citire 2) în RFC folosim 2,5 DMH50 de complement Conform exemplului din tabelul 25-7 o doză 516 Tlibd «125-7 Titrarea complementului în prezența antigenului Reciproca diluției 30 de complement 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 Scorul hemoliziei* 0 0 0 0 0 2 4 4 4 4 4 * Conform simbolurilor prezentate la tabelul 25-6 minimă liemolitică 50% (DMH50) de complement este cuprinsă în 0,1 mL din diluția 1/90 a reactivului Deci acest lot de complement ÎI vom folosi în RFC la diluția 1/36 Dacă la citirea rezultatelor nu găsești în zona definită hemoliză cu scorul 2, recurge la o interpolare a rezultatelor conform tabelului 25-12 D Titrarea bidimensională a atigenului și serului de referință Titrează fiecare nou lot de antigen în tablă de șah cu serul homolog de referință pentru a determina diluția optimă de antigen necesară reacțiilor subsecvente Obligator folosește ca martor și sistemul de cultivare a antigenului, dar neinoculat îl vom numi în continuare „antigen normal1' Repetă săptămânal titrarea antigenului Pornind de la valorile deduse din exemplul prezentat în tabelele 25-6, 25-7 procedează după cum urmează: 1) Prepară, în șiruri separate de tuburi, diluții duble în TVS ale serului de referință (1/8-1/512) și ale antigenului (1/1-1/64) cu precauția de a schimba sau spăla o dată pipeta între diluții Dacă folosești reactivi comercializați limitează gama diluțiilor în funcție de titrul indicat de producător Dacă folosești ser de referință preparat în laborator, inactivează diluția 1/8 în baie de apă la 56°C timp de 30 minute 2) Diluează serul hemolitic cu TVS pentru a asigura 2 U de hemolizină/0,1 mL (în exemplul dat 1/100) și sensibilizează un volum egal din suspensia 4% hematii de berbec (vezi В 6-8) 3) Diluează cu TVS complementul conservat pentru a asigura 2,5 DMH50/0,lmL (în exemplul dat 1/36) Conservă imediat diluția la 4°C până în momentul repartizării pe placă 4) Repartizează câte 0,1 mL din fiecare diluție a serului de referință în godeu-rile coloanei corespunzătoare exceptând martorul antigen 5) Repartizează câte 0,1 mL din fiecare diluție a antigenului în godeurile șirurilor corespunzătoare, exceptând martorii antigen normal și ser de referință 6) Repartizează în toate godeurile 0,1 mL complement ia diluția de lucru 7) Prepară, pe o placă separată, martorul pentru doza de complement folosită în reacție și pentru sistemul hemolitic (Tabelul 25-8 ) 8) Acoperă plăcile cu o altă placă inversată și incubează peste noapte la 4°C Л doua zi: 9) Menține plăcile 30 minute în termostat la 37°C, iar sistemul hemolitic în baie de apă la 37°C 10) Repartizează 0,1 mL sistem hemolitic în toate godeurile 11) Incubează plăcile la 37°C cu agitare inițial, la 15 minute și final 12) Menține plăcile la 4°C pentru sedimentarea hematiilor nehemolitizate 517 Tabelul 25-8 Prepararea martorului complement și cuplului hemolitic Reactivi (mL) Martor complement Martor sistem hemolitic • Prima zi Complement1) 0,1 - - - Complement 1/2,5 - 0,1 - Complement 1/5 - - 0,1 - Tampon veronal 0,2 0,2 0,2 0,3 • A doua zi Sistem hemolitic 0,1 0,1 0,1 0,1 DMH50 2,5 1 0 5 0 Citirea 0 7 4 4 11 complement diluție de lucra (1/1) Amestecă 2 volume complement 1/1 cu 3 volume tampon veronal pentru a obține diluția 1/2,5 și un volum complement 1/1 cu 4 volume tampon veronal pentru a obține diluția 1/5 Citirea și interpretarea titrării antigenului cu serul de referință în tabelul 25-9 exemplificăm rezultatul unei titrări în tablă de șah a antigenului și serului de referință Citirea trebuie să fie 0 la martorul complement 1/1, 2 la cel 1/2,5, 3 sau 4 la cel 1/5 și 4 la martorul sistem hemolitic Ideal, serul de referință, antigenul și antigenul normal nu trebuie să fixeze complementul la nici o diluție (citire 0) Diluția optimă de antigen, care prin definiție conține o unitate de antigen, este cea mai mare diluție de antigen, care în prezența celei mai mari diluții a serului de referință, mai dă fixare 4 Conform exemplului din tabelui 25-9: diluția 1/8 a antigenului în testul final folosim 2U antigen, deci vom dilua antigenul 1/4 Tabelul 25-9 Titrarca în tablă de șah a serului hemolitic și complementului Antigen de referință diluții 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 Martor antigen de referință 1/1 4 4 4 3 1 0 D 1/2 4 4 4 0 0 0 1/4 4 4 4 3 1 0 0 1/8 4 4 4 4 0 0 0 1/16 4 4 4 O 0 0 0 1/32 4 2 0 0 0 0 0 1/64 0 0 0 0 0 0 0 Martor antigen normal 0 0 0 0 0 0 Martor antiser 0 0 0 0 0 0 518 Titrul serului de referință corespunde diluției care a dat fixare 2 cu diluția optimă a antigenului în exemplul ales 1/128 în testările finale folosește 2 U de antiser/0,1 ml, deci diluția 1/64 II Testul final de fixare a complementului pentru serodiagnostic Prima zi: 1) Diluează serul hemolitic în TVS pentru a asigura 2 U/0,1 mL și sensibilizează un volum egal din suspensia 4% hematii de berbec Menține hematiile sensibilizate peste noapte la 4°C 2) Diluează serurile de testat 1/8 în TVS și inactivează-Ie 30 minute în baie de apă la 56°C în acest interval: 3) Diluează în TVS antigenul și serul de referință pentru a asigura 2 LJ/0,lmL Asigură aceeași diluție pentru antigenul normal 4) Diluează complementul în TVS până la 2,5 DMH50/0 1 mL și conservă soluția la 4°C până în momentul repartiției în godeuri 5) Diluează serurile de testat conform indicațiilor din tabelul 25-10 Tabelul 25-10 Diluarea serurilor de testat pe placa Reactivi 8 Reciproca diluției de ser 256 Martor pentru anticom-plementavitatea serului 16 32 65 128 8 16 Tampon veronal - 0,1 0,1 0,1 0,1 0 1 0,1 (mL) Ser de testat 0,1 0,1 - - 0,1 0,1 diluat 1/8 (mL) Volum transferai - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 од (mL) aruncă aruncă 6) Repartizează în godeurile martorului de anticomplementaritate a serurilor testate TVS iar în toate godeurile cu diluții de testat 2 U antigen, apoi 2,5 DMH50 complement în fiecare godeu 7) Pe o placă separată prepară următorii martori: a) Martorul sistem hemolitic (vezi tabelul 25-8) b) Martorul complement (vezi tabelul 25-8) c) Martorul pentru anîicomplementaritatea antigenului de referință: 0,1 mL antigen dereferință 0 1 mLTVS 0,1 mL complement d) Martorul pentru reacția serurilor testate cu antigenul normal: 0 1 mLser testat la diluțiile 1/8 și 1/16 0,1 mLTVS 0,1 mL complement 519 c) Martorul ser de referință - anliconiplementaritatc 0 1 mL ser de referință 0 1 mL TVS 0,1 mL complement f) Martorul ser de referință - reactivitatea specifică 0,1 mL ser de referință diluat 1/1 și 1 0 1 mL anligen de referință 0,1 mL complement g) Martorul ser negativ 0,1 mL ser negativ 0,1 mL ser antigen 0,1 mL complement 8) Acoperă toate plăcile cu o alta inversată peste noapte la 4°C Л doua zd 9) Menține 30 minute la 37°C plăcile în tennostat, iar sistemul hemolitic în baia de apa 10) Adaugă în toate godeurile 0,1 mL sistem hemolitic 11) Menține plăcile 30 minute la 37°C cu agitare inițial, la 15 minute și final 12) Plasează plăcile la 4°C până la sedimentarea hematiilor Nota: Nu incuba mai mult de 3 plăci într-un teanc Citirea și interpretarea testului final de fixare a complementului sunt prezentate prin exemplul din tabelul 25-11 unde simbolurile pentru citire sunt cele precizate la subsolul tabelului 25-6 Tabelul 25-11 Citirea și interpretarea RFC pentru serodiagnostic Rccipruxja diluțiilor serului testat 8 16 32 64 128 256 Serul testat, titrarea anticorpilor* 4 4 4 3 1 0 Serul testat, martor pentru anii-^complementaritate 0 0 Scad testat, martor pentru reactivitatea cu antigenul normal1' 0 0 Martorul pentru titrarea complementului Sistemul hemolitic, martor pentru absența lizei nespecificc 4 Reciproca diluției 1 2,5 5 Antigen de referință martor pentru lipsa de amicomplemen-tarilalc 0 Scorul 0 n 3 Ser de referința, martor pentru ani ieomplcn tenta ri late 0 Sur și antigen de reterința, martorul reacției specifice 4 *■ Când la citirea rezultatelor nu găsim ca atare scorul de hemoliză/fixare 2 recurgem la o іигсгроЬгс a rezultatelor conform tabelului 25-12 520 Notă: Când la citirea rezultatelor nu găsim ca atare în zona definită hemo-liză/fixare cu scorul 2, recurgem la o interpolare a rezultatelor conform tabelului 25-12 Tabel st! 25-12 Interpolarea aritmetică a efectului 50% când folosim simbolurile de cantificare a rezultatelor de la 0 (0%) la 4 (100%) Nr godeului 1 2 3 Nr godeului cu efect 50% Interpolarea asimetrică a efectului 50%’ Diluția reactivului 1/160 1/320 1/640 E g 1 3 1 0 11/2 1/240 E g 2 4 1 0 13/4 1/280 Scorul rezultatului E g 3 4 2 0 2 1/320 E g 4 4 3 0 01/4 1/400 E g 5 4 4 0 01/2 1/480 I 25 6 REACȚII ANTIGEN-ANTICORP CU ELEMENTE MARCATE 25 6 1 Radioimunodozare (RIA) Antigenele pot fi marcate cu izotopi radioactivi (3H, 14C) Există o compe- tiție specifică pentru anticorp între o cantitate cunoscută de antigen marcat radioactiv și antigenul nemarcat pe care îl dozăm După reacție măsurăm radioactivitatea complexului antigen-anticorp Pentru aceasta, fie anticorpul este în prealabil fixat pe un suport insolubil, fie complexul este precipitat cu ser anti-imunoglobulină Concentrația antigenului nemarcat o aflăm comparând radioactivitatea complexului cu o curbă standard RIA este o metodă foarte sensibilă pentru cuantificarea antigenelor și haptenelor In laboratorul clinic metoda este utilizată pentru dozarea hormonilor, medicamentelor și a markerilor specifici infecției cu virusul hepatitei В (AgHBs, anticorpi anti-HBs, anticorpi anti-HBc, AgHBe, anticorpi anli-HBe) Costul materialelor, facilităților necesare și riscul manipulării substanțelor radioactive au determinat, în tot mai multe laboratoare, înlocuirea metodei cu tehnici imunoenzimatice care au eficiență asemănătoare 25 6 2 Teste imunoenzimatice (Enzyme Immunoassay - EIA) Principiu: Prezența complexelor antigen-anticorp poate fi vizualizată și cuantificată prin adăugarea în mediul de reacție: • a conjugatului reprezentat fie de un antigen fie de un anticorp cunoscut cuplat cu o enzimă și • a substratului cro-mogen specific enzimei de marcare Indicații: EIA poate fi folosită pentru identificarea de antigene sau anticorpi, In funcție- de modificarea activității markerului enzimatic, EIA pot fi clasificate în reacții „în fază omogenă" și reacții „în fază heterogenă" 52 • La tehnicile în fază omogenă activitatea markerului enzimatic este modificată de către reacția antigen-anticorp, ceea ce permite relevarea directă a reacției Anticorpul joacă rolul reactivului de legare și de revelator al complexului antigen-anticorp ceea ce face inutilă etapa de separare Deoarece activitatea enzimatică este influențată, în parte, de însăși reacția antigen-anticorp, aceste tehnici sunt folosite mai ales pentru evidențierea de medicamente și haptene Utilitatea lor în micro-biologia clinică este redusă • La tehnicile în fază heterogenă comportamentul markerului enzimatic este amplificat de către reacția antigen-anticorp; în acest caz, înainte de măsurarea semnalului, este necesară o etapă de separare între complexul antigen-anticorp marcat și antigenul sau anticorpul marcat rămas liber Deoarece această variantă a EIA este larg utilizată în microbiologia clinică, ne vom referi în continuare numai la aceste tehnici 25 6 2 1 Dozarea de antigene Tehnicile utilizate pot fi de tip competitiv sau necompetitiv: direct și indirect • Tehnici competitive Competiția se realizează direct față de anticorpi anti-antigen imobilizați prin absorbție pe un suport solid In acest caz, reactivii sunt adăugați secvențial: în prima etapă antigenul de dozat și, după incubare, în a doua etapă antigenul marcat (fig 25-8) Concentrația de antigen din probă este invers proporțională cu activitatea enzimei citită spectrofotometric după adăugarea substratului • Tehnici necompetitive directe Anticorpii anti-antigen sunt absorbiți pe suportul solid In prima etapă a reacției adăugăm în sistem proba cu antigenul de dozat o test pozitiv © + {TMB}-> ф test negativ Legendă: 1 = suport ■, C = antigene adsorbite pe suport sau prezente în probă = antigen diferit față de cel testat > = anticorpi specifici * = anticorpi nespecifici în—© = conjugat cuplat cu antigene (J) sau anticorpi (>) TMB = tetrametilenbenzidina • = reacția de culoare prezentă (ser reactiv) O = reacție de culoare absentă (ser nereactiv) Fig 25-8 EIA competitiv pentru evidențierea de antigene 522 După incubare și spălare, în a doua etapă, adăugăm conjugatul reprezentat, în acest caz, de anticorpi anti-antigen marcați enzimatic După o nouă etapă de incubare și spălare, adăugarea substratului cromogen relevă activitatea enzimatică, direct proporțională cu cantitatea de antigen cuplată (fig 25-9) • Tehnici necompetitive indirecte Deosebirea față de tehnica directă apare în etapa a doua când antigenul reacționează cu anticorpi nemarcați adăugați în exces, în acest caz revelarea o facem printr-un conjugat reprezentat de anticorpi anti-imunoglobulină marcați enzimatic (fig 25-10) Deci condiția pentru ultimile două tehnici este ca antigenul de dozat să prezinte cel puțin doi epitopi, identici sau nu, de unde și denumirea de tehnici cu dublu situs sau „sandwich" în microbiologia clinică tehnicile EIA de evidențiere a antigenelor sunt utilizate pentru: - diagnosticul rapid al unor bacterioze: infecții cu Streptococcus pyogenes și infecțiile genitale cu Chlamydia trachomatis; - diagnosticul unor viro+ze în care agentul etiologic este necultivabil sau dificil de cultivat: virusul hepatitei В (Ag HBs, Ag HBe) și C (Ag miez), Hiv (Ag p 24) rotavirus și virusul Norwalk; diagnosticul bronșiolitei sugarului cu virus respirator sincițial pentru orientarea rapidă spre tratamentul cu ribavirin și evitarea excesului de antibiotice; - diagnosticul rapid al gripei; - diagnosticul infecțiilor herpetice pentru orientarea rapidă a chimioterapiei; - diagnosticul gastroenteritelor virale 25 6 2 2 Dozarea de anticorpi Datorită marii lor heterogenități, anticorpii nu sunt, de regulă, determinați prin competiție, ci prin metode secvențiale necompetitive directe sau indirecte »+ J + © + {ТМВ}-»ф test pozitiv > + Ф + >=> © I + {TMB} O test negativ Fig 25-9 EIA direct pentru evidențierea de antigene (vezi legenda de la fig 25-8) —©-» «■►=>—© + {TMB}• test pozitiv > + ф + | + {TMB} O test negativ Fig 25-10 ЬІА indirect pentru evidențierea de antigene (vezi legenda de la fig 25-8) 523 • Tehnici necompetitive directe cu antigene marcate Pe baza solidă este fixat în exces antigenul In prima etapă anticorpii din probă se leagă specific de antigen După incubare și spălare, în a doua etapă un antigen marcat enzimatic reacționează cu al doilea situs al anticorpului din complex Revelarea complexului format în primele două etape, o facem prin adăugarea substratului cromogen; activitatea enzimatică măsurată este proporțională cu concentrația anticorpilor din probă (fig 25-11) Tehnica mai este denumită și „a dublului situs“ pentru că anticorpii sunt cel puțin bivalenți • Tehnici necornpetitive indirecte cu anticorpi anti-imunoglobulină marcați Deosebirea față de tehnica directă apare în etapa a doua când anticorpii din probă reacționează cu anticorpi anti-imunoglobulină marcați enzimatic (fig 25-12) C + • test pozitiv C + # + Іэ—© C + {TMB} o test negativ Fig 25-11 EI A direct pentru evidențierea de anticorpi, (vezi legenda de la fig 25-8) В + I **^ j Bl + I | І2Э—© + {TMB} 9 test pozitiv в + *Iв + * + :■ + {TMB}o ■ test negativ Fig 25-12 EIA indirect pentru evidențierea de anticorpi, (vezi legenda de la fig 25-8) Activitatea enzimatică este direct proporțională cu cantitatea de anticorpi din probă Cu ajutorul acestei tehnici putem determina apartenența anticorpului dozat la clase de imunoglobulinc • Tehnici prin competiție cu anticorpi marcați Anticorpii de dozat intră în competiție cu anticorpii marcați, care au aceeași specificitate pentru antigenul adsor-bit, în cantitate limitată, pe baza solidă Revelarea reacției o facem prin adăugarea substratului cromogen (fig 25-13) Activitatea enzimatică este invers proporțională cu cantitatea de anticorpi din probă Dezavantajele tehnicii sunt necesitatea conjugatelor specifice față de variatele antigene absorbite și imposibilitatea precizării clasei de imunoglobulină a anticorpilor Proba: Rezultă din descrierea de mai sus a principiilor și indicațiilor variatelor tehnici EIA (e g , ser sangvin, exsudate secreții și excrete) Necesar: Trusele comerciale în uz conțin toți reactivii necesari cu excepția apei distilate, acidului sulfuric necesar stopării reacției, pipetelor automate și vârfurilor, aparatului de spălat automat și spectrofotometrului Există în prezent linii EIA complet automatizate 524 с + ~© ■* с —© 4 С 1 meq/100 ml), cele mici produși! minori ( 4- Arginin - Dihidrolază : 4- 1 ! 1 1 ! ! 1 Omitin - Decarboxilază + 4- со 00 73 Co z > Bacitracină i î 1 1 ! 3 1 1 î Oxidază modificată 4- + t t 4- 1 4- 4- 4- 4- 4- Maltoză Producere de acid din 4- 4- 4- + 4- 4- 4- 4- D-manitol 4- ££3 s: £ 2 1 1 1 1 Z 1 1 Omitin — Decarboxilază 1 z > 2 4- 4- Z z i + Pirolidonil arilamidază 1 i 2 1 ' p-Glucozidază 4- § Z î 1 1 Z i 1 4- 1 p-G 1 ucuronidază S i 4- l f 1 p-Galactozidază > > z СЛ GQ Z 2 GQ СЛ 73 > Polimixin В 2 Z z > ОС GO 2 2 СО QC cz> 00 z > Bacitracină i 1 4- 1 i 1 1 [ 1 1 1 1 1 Oxidază modificată z 4- 4- 2 > 4- 1 4- 4- 4- z Fructoză + 2 > ! 1 1 1 1 1 z > 1 Xilitol 2 2 > 4- 2 1 4- 4- 4- z > І ' Riboză 1 1 1 1 1 1 1 1 1 і Termonuclează 1 4- 4- 4" 4- 4- 1 1 z z > СО z СО со co СО Z > со со Polimixin В z z z > со z > со со я СО я Z > со со Bacitracină z > 4" 1 1 1 4- 1 4- 1 1 1 1 Oxidază modificată 1 I 15 Staphylococcus 16 mm > 16 mm Acidifierea trehalozei (aerob) - 4, Acidifierea manitolului (aerob) - - +(-) 576 28 1 8 Identificarea definitivă Identificarea speciei Datorită complexității actualei scheme taxonomice, identificarea definitivă, de certitudine, a speciilor și/sau clonelor de stafilococi nu poate fi realizată în unele cazuri decât prin metode moleculare: e g,, analiza unor proprietăți moleculare fenotipice ca: acizii grași (HPLC), enzimele multilocus (e g , proteinele de legare a penicilinei), polipeptidele totale, proteinele exocelulare (electroforeza în gel de poliacrilamidă) sau a unor proprietăți genetice cum sunt: analiza polimorfismului fragmentelor de restricție ale materialului genetic plasmidic, ribozomal sau cromozomal, electroforeza în câmp pulsator a ADN total, ribotipia, utilizarea concomitentă a unor proceduri de amplificare după hibridizarea cu sonde ADN etc Multe dintre metodele moleculare sunt utilizate curent numai în laboratoare de referință sau de cercetare cu dotări speciale Criteriile de diferențiere curent utilizate, introduse și dezvoltate după 1975 de Kloos și Schleifer, iar ulterior de alți autori care s-au ocupat de acest gen bacterian, au la baza studiul fenotipic aprofundat al speciilor individualizate genetic, (tabelele 28-4 și 28-5) La CDC Atlanta, Rhoden et al, propun o abordare nouă a metodologiei clasice de identificare a Micrococcaceaelor, pe baza utilizării convenționale a carbohidraților și a testelor biochimice, alături de teste cromogene selectate din sistemul API Staph-IDENT Aceasta abordare diferă de metodele de referința existente prin adoptarea unui sistem numeric de codificare a testelor convenționale pentru crearea unei baze de date similare cu cele utilizate pentru sistemele comerciale, care înlocuiește sistemul de identificare pe criteriul „potrivirii celei mai apropiate” cu caracterele enumerate în tabele de identificare Utilizând această abordare a fost posibilă identificarea corectă a 95% din tulpinile de referință și/sau complet caracterizate utilizate pentru validare 28 1 10 Sisteme comerciale Mai multe companii comerciale produc truse de identificare și/sau instrumente automatizate care identifică speciile de stafilococi cu o acuratețe între 70% și peste 90% (tabelul 28-8) Fiabilitatea acestor sisteme diferă în funcție de scopul pentru care au fost propuse și este superioară în cazul utilizării unei baze de date extinse prin diversificarea testelor discriminatorii Sistemul comercial fluorogen-cromogen RAPIDEC STAPH propus de BioMerieux - Vitek pentru identificarea orientativa în 2 ore, utilizând 4 teste, a S aureus, S epidermidis și 5 saprophyticus aduce avantajul rapidității, dar nu poate orienta diagnosticul cu suficientă acuratețe (70-74% pentru 5 epidermidis, 81% S saprophyticus) Unele sisteme recomandă utilizarea de teste adiționale, cum sunt coagulaza liberă sau legată, creșterea anaerobă în mediul cu thioglicolat, rezistența la novobiocina sau decarboxilarea omitinei (ultimile două sunt incluse în componența anumitor truse) 577 Tabelul 28-Х Sisteme de microteste utilizate pentru diagnosticul bacteriologic al infecțiilor stafilococice Nume comercial Nr teste Citire la Producător Observații Acuratețe API STAPH IDENT System 10 5h BioMerieux-Vitek, Inc Teste biochimice Necesare teste adiționale ± API 20 GP System 20 24h Bio-Merieux-Vitek Teste biochimice Necesare teste adiționale API 20 STAPH 20 24h Bio-Merieux-Vitek, Inc Teste biochimice ± ID 32 STAPH System 32 24h Bio-Merieux Vitek, France Teste biochimice + VITEK GRAM-POSITIVE IDENTIFICATION (GPI) CÂRD 30 10-13 Bio-Merieux-Vitek, Inc Fără teste adiționale ± Micro Scan Pos ID Panel 27 24h Baxter Diagnostic Sacramente Uneori necesară incubare 48 h ± Micro Scan Rapid Pos Combo Туре 1 Panel 34 5h Baxter Diagnostic Sacramente Citire posibilă la 2 h de la inoculare Minitek GramPositive Set 21 18h Becton Dickinson Instrument System Cockeysville Discuri impregnate cu substrat Selecție teste nespecifîcă pentru stafilococi + Sceptor Gram Pozitive Break Point/ID Panel 21 24h Becton Dickinson Instrument System,Towson Teste similare Minitek NE* Microbial Identification System (MIS) NA* MIDI Newark del Analiza acizilor grași prin gaz cromatografie STAF-S1STEM 18-R 18 18-24 Liofilchem s r l Teramo Necesare teste adiționale + STAPH- ZYM 10 24 ROSCO Taastrup Utilizat pentru identificare specii mastită bovine NE* pentru tulpini izolate de la om BIOLOG MICROPLATE IDENTIFICATION SYSTEM 96 4-24 Biolog, Inc , Hayward CA + * NE = neestimată Identificarea rapidă a speciei S aureus poate fi făcută cu ajutorul reactivilor comerciali de aglutinare indirectă (tabelul 28-9) Reactivii sensibilizați cu fibrinogen și imuno-glubuline G cuplează coagulaza legată, respectiv proteina A din peretele S aureus, ceea ce are ca expresie macroscopică aglutinarea amestecului dintre reactiv și cultura de S aureus Tulpinile de SJugdunensis și 5 schleiferi pot da reacții pozitive cu acești reactivi Reactivii 578 Tabelul 28-9 Reactivi comerciali pentru diagnosticul rapid de specie al Staphylococcus aureus Reactiv Sensibilizat cu Firma producătoare Hematii/Latex HEMASTAPH Fibrinogen, IgG Rentei U S A STAPHYLOSLIDE Fibrinogen, IgG BBL U S A STAPHSLIDE Fibrinogen, IgG Bio-Merieux, Franța STAPHYTEST Fibrinogen IgG Chemapol Cehia Latex ACCU-STAPH Fibrinogen, IgG Carr Scarborough U S A BACTO-STAPH Fibrinogen IgG Difco, U S A STAPHAUREX Fibrinogen, IgG Welcome Diagnostics U S A SERO STAT STAPH Fibrinogen, IgG Scott Laboratoires U S A STAPH RAPID Fibrinogen, IgG Roche, Franța t STAPHYLATEX Fibrinogen, IgG American Scientific Products ; STAPHYLEX Fibrinogen IgG Oxoid, Anglia VERY STAPH Fibrinogen IgG Zeus Technologies, U S A STAPHAUREX PLUS Fibrinogen IgG anticorpi specifici de grup Murex Diagnostics , SLIDEX STAPH PLUS Fibrinogen, IgG anticorpi specifici de grup Bio-Merieux PASTOREX STAPH PLUS Fibrinogen IgG anticorpi antipolizaharid Sanofi Pasteur Franța care conțin în plus anticorpi anti-polizaharid capsular asigură identificarea cu un plus de sensibilitate a tulpinilor de S aureus meticilino-rezistente, care exprimă slab antigenele parietale Evaluarea multicentrică efectuată asupra unui lot de 892 stafilococi (278 SA MS, 171 ȘARM, 443 stafilococi coagulază negativi), în anul 2001 în laboratoare de referință din Olanda, Franța și Elveția a evidențiat sensibilități (SAMS/SARM) și, respectiv, specificități de 98,2 (98,9/97,1) și 98,9 pentru SLIDEX-STAPH PLUS; 98,2 (98,2/98 2) și 96,2 pentru STAPHAUREX PLUS; 98,7 (98,6/98,8) și 95,7 pentru PASTOREX STA PH PLUS Identificarea rapidă a 5 aureus a devenit posibilă și cu ajutorul testului de hibridizare a acizilor nucleici utilizând cultura bacteriană, respectiv proba clinică (Accu PROBE Culture Staphylococcus aureus - Gen-Probe, Inc San Diego, Calif , GENE -TRAK Staphylococcus aureus - Neogen Corporation) Reactivii comerciali de acest tip au o eficiență de 100%, identifică/detectează corect toate tulpinile de S aureus cu coagulază negativă pe lamă și în tub, dar sunt încă destul de scumpe In 1992, Guzman et al, au propus în același scop un test imunoenzimatic bazai pe un anticorp monoclonal, Cl’10/11, anti-endo-P-N-acetilglucozaminidază S aureus (SaG) Sunt disponibili în prezent reactivi comerciali ELISA (TECRA - International BioProducts; RIDASCREEN SET — R-Biopharm, Inc ) pentru identificarea 5 aureus, precum și reactivi utilizând o variantă ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) Vidas SET Staphylococcus aureus - Bio-Merieux Inc Hazelwood Identificarea clonală Prevenirea și limitarea infecțiilor nosocomiale este condiționată de cunoașterea surselor și căilor de propagare a tulpinilor implicate De aici derivă necesitatea evidențierii unor markeri clonali de interes epidemiologie Identificarea clonală cuprinde în mod curent biochemotipia, antibiotipia și lizotipia începând cu anii 1970 au fost propuse și utilizate mai multe scheme de biotipie destinate în special diferențierii intraspecifice a stafilococilor coagulază-negativi, dar recunoașterea ulterioară în cadrul biotipurilor a mai multor specii a scăzut interesul pentru asemenea abordare Spectrul de sensibilitate la antibiotice poate procura informații prețioase de ordin epidemiologie, în special asupra unor tulpini circulante în arii restrânse Tiparea pe baza sensibilității la bacteriofagi se utilizează încă pentru identificarea clonală a S aureus (fig 28 11— vezi planșa color) Setul de bază și metodologia de tipare sunt standardizate și revizuite periodic sub controlul unui subcomitet internațional care activează din anii 1950 Rezultatele obținute din investigarea stafilococilor coagulază -negativi cu aceeași metodă nu au fost încurajatoare în anul 1998, Subcomitetul Internațional pentru Lizotipia Stafilococului a distribuit un set de 10 bacteriofagi activi asupra S aureus meticilino-rezistent Tabelul 28-10 prezintă setul de bază internațional al bacteriofagilor utilizați pentru tiparea S aureus de proveniență umană recomandat de Subcomitetul O M S pentru Lizotipia Stafilococului Tabelul 28-10 Setul internațional de bacteriofagi pentru tipizarea S aureus de proveniență umană Grup litic Bacteriofagi I 29, 52, 52 A, 79, 80 II 3 A, 3 C 55,71 III 6, 42 E, 47, 53, 75, 77, 83 A 84 85 V 94, 96 Miscellaneous 81,95 Experimental 88, 89, 90, HK2 Dn Adițional 69, 73 78 42 B, 47 C, 52 В Serotipia este puțin utilizată, datorită dificultăților de standardizare a metodei și preparare a antiserurilor specifice La noi în țară, Centrul Național de Referință pentru Stafilococ din Institutul Cantacuzino asigură identificarea curentă a tulpinilor provenite din focare de infecții sau toxiinfecții stafilococice prin biotipie, antibiotipie și lizotipie Preocupările de armonizare la nivel european a metodologiei de tipare a S aureus s-au concretizat în protocoale standardizate de electroforeză în câmp pulsat (PFGE) propuse în cadrul proiectului HARMONY, iar mai recent, un subproiect (SeqEuNet) al Sistemului European de Supraveghere al Rezistentei la Antibiotice (EARSS) armonizează metodologia de tipare a S aureus prin compararea secvențelor locusului spa cromozomal, răspunzător de sinteza proteinei A în situații epidemiologice deosebite, prin colaborare cu Departamentul de Epidemiologie Moleculară din Institutul Cantacuzino, este posibilă în cadrul Centrului Național de Referință pentru Stafilococ tiparea S aureus prin PFGE și secvențierea spa 580 28 1 9 Detectarea toxigenezei O serie de companii producătoare oferă reactivi latex-aglutinanți (RPLA Oxoid) sau imunoenzimatici (TECRA Staphylococcus aureus Visual Immunoassay International Bio Products, Redmont; RIDASCREEN SET ELISA R-Biopharm, Inc , Transia Plate și Transia Tube ELISA Diffchamb AB, Vastra Frolunda), pentru identificarea entero-toxinelor stafilococice Firma Oxoid comercializează reactivi pentru detectarea TSST1 prin aglutinare pasivă inversată (Reversed Passive Latex Agglutination - RPLA), iar firma Columbia Toxin Technology, Wis , reactivi ELISA cu aceeași utilizare Metodele moleculare constituie în prezent alternativa preferată în domeniul detecției capacității toxigene Aceste metode se dezvoltă și în cadrul Centrului National de Referință pentru Stafilococi 28 1 10 Metode de diagnostic și epidemiologie moleculară Metodele moleculare oferă o alternativă din ce în ce mai mult utilizată pentru atingerea dezideratelor privind rapiditatea și fiabilitatea rezultatelor relevante din punct de vedere clinic și epidemiologie Metodele moleculare pot fi utilizate pentru: - identificarea tulpinilor de stafilococi - detectarea rapidă a stafilococilor în prelevat (în relație mai ales cu controlul infecției nosocomiale cu ȘARM și/sau controlul TIA stafilococice) - detectarea rapidă a 5 aureus și SCN, în combinație cu identificarea genelor de rezistență la antibiotice (mecA cu sau fără alte gene de rezistență) - detectarea genelor care codifică pentru factori de patogenitate (enterotoxine, leucocidina etc ) - tiparea tulpinilor de stafilococi în scop epidemiologie Există numeroase studii care descriu utilizarea reacției de polimerizare în lanț (PCR) pentru identificarea și caracterizarea tulpinilor de 5 aureus Pentru creșterea sensibilității, majoritatea metodelor utilizează amplificarea regiunilor conservate ale genelor ARNr bacterian și necesită etape suplimentare, ca de exemplu hibridizarea cu sonde specie-specifîce Alte protocoale vizează detectarea 5 aureus prin amplificarea genelor întâlnite numai la această specie (gena nuc, pentru endonucleaza termostabilă, gena coa, pentru coagulază, un fragment nedefinit de 442 perechi de baze al cromozomului S aureus, gena elf A, pentru proteina de legare a fibrinogenului etc ) Datorită importanței detectării rezistenței la meticilină (oxacilină), unele dintre metodele utilizate se concentrează direct pe amplificarea genei mec A, fie singură, fie în PCR multiplex, cu amplificarea simultană a unor markeri adiționali CLSI (Institutul pentru Standarde de Laborator Clinic, fostul NCCLS) a elaborat și difuzat procedura Real-Time PCR IDI-MRSA, test validat de Food and Drug 581 Administration pentru controlul infecțiilor nosocomiale Acest test poate decela prezența SAMR direct în prelevatul biologic în 4 ore, detectând o secvență moleculară unică, cu dublă specificitate O jumătate a acestei secvențe provine din cromozomul S aureus, iar cealaltă este parte integrantă a casetei SCCmcc, elementul genetic mobil care mediază rezistența la meticilina Economiile care se realizează prin utilizarea acestui test se ridică ia sute de mii de dolari anual, la nivelul unui singur spital, prin reducerea periodei de spitalizare în Europa, au fost propuse variante de metode multiplex PCR pentru identificarea rapidă a SAMR si/sau diferențierea tulpinilor de 5 aureus și SCN, ori evidențierea unor markeri de rezistență și patogenitate In Belgia a fost utilizată o metodă țintind gena mec A și genajfevT? A, pentru identificare și diferențiere a tulpinilor, în anul 1995 (Vanuffel și al) In 1998 aceeași echipă belgiană aplică metoda menționată pentru identificarea rapidă a SAMR în aspiratele endotraheale, la pacienții ventilați în anul 2001, în Spania o metodă multiplex țintind gena mec A femB, ile S-2 (pentru rezistența de nivel înalt lamupirocin) a fost aplicată pentru identificare și detectarea rezistenței O metodă pentru detectarea prezenței determinanților enterotoxinelor stafilococice a fost pusă la punct în anul 2000 de Naresh K Shrama et al (Anglia) în 2001, un grup din California propune utilizarea microchip-urilor pentru detectarea simultană a prezenței și rezistenței la antibiotice a stafilococilor, direct din produs, iar o echipă din Germania aplică în 2003 o metodă similară pentru detectarea simultana a prezenței stafilococilor, diferențierea speciilor și a mai mulțor determinanți de rezistență la antibiotice și/sau virulență O altă categorie de metode au fost dezvoltate pentru diferențierea tulpinilor de S aureus în scop epidemiologie Aceste metode fac posibilă diferențierea tulpinilor circulante într-o unitate de îngrijire, dar oferă și posibilitatea diferențierii tulpinilor epidemice de cele neepidemice, precum și a celor de proveniență spitalicească de cele comunitare A fost abordată într-o primă etapă compararea patîern-wx\\ox de restricție endo-nucleazică ale ADN cromozomal sau plasmidic Tehnicile de generația a doua au inclus hibridizarea pe suport solid utilizând sonde specifice, ribotipia, polimerizarea în lanț (PCR-RFLP) și PFGE (electroforeză în câmp pulsator) Pentru eliminarea elementelor subiective în interpretarea rezultatelor au fost utilizate tehnici de digitizare și stocare a imaginilor Metodele de ultimă generație realizează analiza mutațiilor situs-specifice ale secvențelor ADN (single sau multilocus), iar rezultatele sunt utilizabile pentru intercompararea tulpinilor de S aureus Programul satelit al Sistemului European de Supraveghere a Rezistenței la Antibiotice (EARSS), SeqEU-Net, în care participă și Laboratorele de Referință din România, abordează armonizarea metodologiei de tipare a S aureus prin secvențierea genei spa (pentru proteina A) BIBLIOGRAFIE BAIRD-PARKER A C : The Staphylococci: In Introduction J Appl Bacteriol Symposium Supplement pp is-8s, 1990 BÎLBÎE V: Bacteriologia pielii 1990, Medicina Moderna 3:629 CODIȚĂ L: Genul Staphylococcus, 1993, Bacteriol, Virusol, Parazitai, Epidemiol 38:5 582 CODIȚA, I , DOROBĂȚ O : Testul termonucleazei utilizat pentru identificare rapidă a S aureus în hemoculturi, 1994, Bacteriol Virusol Parazitei Epidemiol 39:28, CODIȚĂ L, DOROBĂȚ, O DUMITRESCU, V : Staphylococcus saprophyticus izolat, din hemoculturi provenite de la nou născuți normoponderali cu artrite septice, 1995 Bacteriol Virusol Parazitai Epidemiol 40:153 CODIȚĂ, L, GRIGORE, L - Evaluarea unor teste rapide folosind reactivi aglutinanți pentru identificarea S aureus — 2003 Bacteriol , Virusol , Parazitei , Epidemiol , 48 209-213 ' COMAN, G , DIACON’U, G , CRĂCIUN, E et al: Considerații preliminare privind investigația microbiologică semicantitativă legată de infecția de cateter 1994 Bacteriol Virusol Parazitai Epidemiol 39:197 DAMIAN, M , CODIȚĂ, L, DUMITRESCU, V : Phagetyping, Antibiotic Susceptibilitty and Plasmid Fin-gerprint used for Characterization of 5 aureus Strains Insolated in a Burns Unit 1994, Rom Arch Microbiol Immunol 53:89 FLUIT, AD C (EDT)/SCHMITZ, FRANZ-JOSEF (EDT)ZSCHMITZ, E J (EDT): MRSA : Current pers-pectives - Publisher : Caister Academic Pr Publislied 2003/11 GRIGORE, L , CODIȚĂ, L, DUMITRESCU, V : Rezistența la antibiotice a unor tulpini de S aureus izolate din unități cu risc nosocomial ridicat și din ambulatorii în anul 1995,1997 Bacteriol Virusol Parazitai Epidemiol 42:51 KONEMAN, E , W Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology - 5-th ed Lippincott - Philadelpia New York, 1997 MASON, W„ J , BLEVINS, J S , BEENKEN, K , et ai : Multiplex PCR Protocol for the Diagnosis of Staphylococcal Infection - 2001, J Clin Microbiol , 39, 9 3332-3338 MONECKE, S LEUBE, L, EHRICHT R - Simple and Robust Array-Based Methods for the Parai lei Detection of Resistance Genes of Staphylococcus aureus - 2003 Genome Letters, 2, 106-118 PEREZ-ROTFL E, CLAVERIE-MARTIN, E, VILLAR, L, et al : Multiplex PCR for Simidtaneous Identification of Staphylococcus aureus and Detection of Methicillin and Mupirocin Resistance -2001, J Clin Microbiol, 39, 11, 4037-4041 OPREA, M , CODIȚĂ, I — Metode de tipizare moleculară a Staphylococcus aureus meticilino-rezistent -2006, Bacteriol , Virusol, Parazitei, Epidemiol, 51, 1-2,45-51 SHOPSIN, S KREISWIRTH B , N : Molecular Epidemiology of Methicilfin-Resistant Staphylococcus aureus, 2001 Emerging fnf Dis , 7, 323-326 WESTIN, L , MILLER, C , VOLLMER, D et al : Antimicrobial Resistance and Bacteria! Identification Utilizing a Microelectronic Chip Array - 2001, J Clin Microbiol , 39, 3 1097-1104 28 2 MICROCOCCUS ȘI GENURILE ÎNRUDITE (DUMITRU BUIUC, CARMEN PÂNZARU) Familia Micrococcaceae, cu cele patru genuri acceptate în anii 1980 (Micrococcus, Stomatococcus, Staphylococcus și Planococcus), a fost profund restructurată Studiile chemotaxonomice, hibridarea ADN-ARNr, catalogarea comparativă a oligonucleotidelor ARNr 16S, proporția G+C din structura ADN au conturat două filumuri: (i) Familia Micrococcaceae restructurată din genul Micrococcus, fragmentat în genurile Micrococcus, Dermacoccus, Kocuria, Kytococcus și Nesterenkonia, la care au fost alăturate genurile Rothia, format din R dentocariosa și Stomatococcus mucilaginosus 583 reclasificat ca R mucilaginosa, și Arthrobacter Rothia dentocariosa și Arthrobacter spp sunt bacili corineformi prezentați în capitolul 30 2 (ii) Staphylococcus și Planococcus, mai înrudiți cu gruparea Bacillus-Lactobacil-lus-Streptococcus au fost incluse în familia Bacillaceae a ordinului Bacillales Habitat și implicații în patologia infecțioasă Micrococii în sens larg sunt găzduiți pe învelișurile, mai frecvent tegumentul, omului și animalelor de unde contaminează larg ambientul (sol, apă, aer) Avirulenți pentru gazda normoreactivă determină rar infecții la gazda compromisă KLOOS et al ( 1974), pe un eșantion de 115 persoane investigate în mai multe zone ale U S A au stabilit următorul procentaj al portajului diferitelor specii de micrococi: Micrococcus Intens 90%, Kocuria varians 75% M lylae 33% , Dermacoccus nishinomiyaensis 28%, K kristinae 25%, K roșea 15% și Kytococcus sedentarius 13% Aceste specii sunt parte integrantă a microbiotei rezidente a tegumentului pentru că prezența lor a fost constantă în sondaje repetate de-a lungul unui an Speciile altor genuri sunt mult mai puțin răspândite pe tegumentul uman și animal, probabil în legătură cu exigențele lor nutritive Rothia mucilaginosa este frecvent prezentă în microbiota orală Micrococcus luteus a fost semnalat drept cauză de meningite, supurații intracraniene, șoc septic și pneumonii abcedate la pacienți imunosupresați, iar M lylae a fost izolat în hemoculturi și din piese biopsice intraoperatorii de la pacienți cu cardiopatii și complicații septice după chirurgie cardiacă Kytococcus sedentarius a fost comunicat ca una din cauzele keratolizei cu godeuri Rothia mucilaginosa cauzează endocardite, mai des la drogați pe cale intravenoasă, bacteriemii la pacienți imunocompromiși ori peritonite recurente la pacienții cu dializă peritoneală continuă ambulatorie Caractere de cultivare Pe mediile uzuale de izolare micrococii și genurile înrudite formează colonii „S”, rotunde, convexe, cu margini regulate, variat pigmentate în raport cu specia Coloniile de Kocuria varians și de Dermacoccus nishinomiyaensis pot fi similare cu ale bacililor corineformi, iar cele de R mucilaginosa sunt mucoide și aderente la mediu Microscopic aceste bacterii sunt coci sferici, gram-pozitivi, ușor mai mari decât stafilococii, cu diametrul lor de 0,8-1,8 pm dispusi predominant în tetrade sau perechi R mucilaginosa formează grămezi neregulate de coci capsulați Teste preliminare minimale prin care diferențiem micrococii de stafilococi și streptococi au fost prezentate în tabelul 28-3 în funcție de posibilitățile laboratorului mai putem efectua suplimentar: ® Testul Schleifer-Kloos (producere de acid pe agar-nutritiv cu 1 % glicerol 0,4pg eritromicină/mL și bromcrezolpurpur ca indicator), care este negativ pentru micrococi, pozitiv pentru stafilococi • Testul de sensibilitate la bacitracină (0,04 U/rondelă): micrococii sunt sensibili, stafilococii rezistenți 584 Tabelul 28-11 Teste definitive pentru diferențierea micrococilor (adaptat după STACKERBRANT et al 1995; HOLT et al 1994) Caractere2 2 * q ■= 2 с Kytococcus sedentarii! Micrococcus Intens £ 2 Acid produs din: Glucoză d + + Glicerol - + - - - - + + Lactoză - - - - - - - + Manoză - - - - - - - + Arginin hidrolază - - - - + - - - - Nitrat, reducerea d - + - - - - + Oxidază + + - - - + + + - Hidroliza Esculinei + NT + Gelatinei + - - + + + + - + Creșterea pe: Agar cu azot anorganic + NT NT Agar nutritiv cu 7% NaCl - + + + + + + + - Agar cu citrat Simmons - - - + - - - - - Pigmentul coloniilor Portocaliu Portocaliu palid Roz, portocaliu-roșu Galben Crem alb-galben Galben Crem- alb Absent Alburiu “Simboluri: +->90% tulpini pozitive; d = 11-89% tulpini pozitive; - = >90% tulpini negative: NT=netestat • Testul de sensibilitate la lizostafin (200 pg/mL): micrococii sunt rezistență stafilococii sensibili Testele definitive de identificare sunt rezumate în tabelul 28-9 Sisteme comerciale de identificare API STAPH-IDENT (bioMerieux) are capacitatea de a identifica specii de Micrococcus Dar R mucilaginosa necesită teste de confirmare Testul sensibilității la lizostafin pentru diferențierea de Staphylococcus, testul catalazei și cultivarea în bulion hipersalin pentru diferențierea de K kristinae API STAPH 585 (API Staph-Trac; ЫоМёгіеих) este un sistem de identificare la 18-24 de ore a stafilococilor micrococilor, inclusiv R mucilaginosa Nu există până la această dată studii de evaluare a acurateței acestor două sisteme API ID32STAPH ID32Staph {ЫоМёгіеих) are incluse în baza de date următoarele genuri și specii: Staphylococcus, Aerococcus, Dermacoccus nishinomiyaensis, Micrococcus luteus M lylae K kristinae K roșea, K varians și R mucilaginosa Brun et al au evaluat identificarea prin acest sistem a 792 tulpini în 8 laboratoare din diferite țări, și au comunicat rezultate corecte pentru 95,5% dintre tulpinile examinate Crystal GP identification System (BD Biosciences) Este un sistem de identificare a bacteriilor gram-pozitive miniaturizat, bazat pe 29 de teste fluorogene, cromogene și teste convenționale modificate Are incluse în baza de date și micrococii, inclusiv R mucilaginosa pentru care von Baum et al comunică 100% identificare corectă Sensibilitatea la antibiotice Micrococii sunt sensibili la multe categorii de antibiotice: penicilină, vancomicină, eritromicină, streptomicină, kanamicină, neomicină, tetraciclină și cloramfenicol Kytococcus sedentarius este rezistent la meticilină și penicilină (KLOOS et al,1974) R mucilaginosa este sensibilă la majoritatea antibioticelor: penicilină G, ampicilină amoxicilină, carbenicilină, cefalexină, cefazolină, cefalotin, cefamandol, eritromicină, tetraciclină, doxiciclină Rezistentă la clindamicină și înalt rezistentă la lincomicină BIBLIOGRAFIE GOODFELOW, M 1998: The Actynomicetes: Micrococcus and Related genera In A Balows, B I Duerden (eds) Topley and Wilson’s Microbilogy Infectious, 9th, voi 2, Arnold London, pp 491-506 KLOOS, W E , TORNABENE, G , SCHLEIFER, K H : Isolation and characteriyation of micrococci from human skin, two new species: Micrococcus lylae and Micrococcus kristinae bit J Șist Bacteriol PEACOCK,S,J 2005: Staphylococcus In Borello S P , Murray P R , Funke,G (eds) Topley and Wilson's Microbiology and Microbial Infections, 10th, voi 2, Hodder Arnold, London, pp 771-772 BRUN, Y, J M BOEUFGRAS (1990): International collaborative evaluation of the ATB 32Staph gallery for Identification of Staphylococcus species Zentralbl Bakteriol 273:319-326 Von BAUM H, F R KLEMME, H R GEISS (1998): Comparative evaluation of a commercial system for identification of gram-positive cocci Eur J Clm MicrobiolJnfect DlsAl^A^-^l 28 3 IDENTIFICAREA STREPTOCOCILOR (VASILICA UNGUREANU) 28 3 1 Minidefiniție Streptococii sunt coci sferici sau ovali, gram-pozitivi, așezați în lanțuri sub perechi, imobili și nesporulați Pretențioși nutritiv, facultativ anaerobi, unii carboxifili 586 se dezvoltă mai bine la tensiuni reduse ale oxigenului, chiar anaerob Sunt catalazo- și oxidazonegativi și nu reduc nitrații Fermentează glucoza cu producere de acid lactic și întotdeauna fără gaz 28 3 2 Considerații taxonomice Familia Streptococcaceae, inițial conturată numai pe baza caracterelor fenotipice, a suferit numeroase și repetate remanieri pe baza criteriilor de taxonomie moleculară (hibridarea acizilor nucleici, analiza secvențelor ARNr 16S, procentajul conținutului G+C al ADN, compoziția în lipide, analiza electroforetică a diverselor enzime, utilizarea anticorpilor monoclonali) Astfel din clasicul gen Streptococcus au fost separate genurile: Enterococcus (streptococii enterici - vezi 28 4 ), Lactococcus (streptococii din produsele lactate), Vagococcus (3tT^ocQciimQbi\x),Abiotrophia (streptococii simbiotici dependenți de grupările thiol, vitamina B6 sau piridoxal) Coci din alte genuri dovedesc înrudiri cu streptococii: Aerococcus, Gemella, Globicatella, Helcococus, Leuconostoc, Pediococcus (vezi 28 5 ) în cadrul genului Streptococcus analiza comparativă a secvențelor ARNr 16S coroborată cu rezultatele hibridării acizilor nucleici și analizei taxonomice numerice au aprofundat relațiile filogenetice intragen și au conturat 6 grupări de specii, fiecare cu anumite corelații patogenice și ecologice Numai un număr redus de specii au rămas în afara acestor grupări filogenetice (tabel 28-10) Practica identificării curente a streptococilor mai impune considerarea a două criterii de clasificare: aspectul hemolizei determinate pe agar-sânge și grupele antigenice Lancefield Clasificarea streptococilor după aspectul hemolizei este importantă pentru că îi introduce în algoritmul identificării: • Streptococii P-hemolitici au coloniile înconjurate cu o zonă clară de hemoliză completă cu diametru variabil în raport cu grupul antigenic • Streptococii a-hemolitici formează colonii înconjurate cu o zonă de înverzire a mediului în care hematiile sunt numai parțial lizate • Streptococii a prim (a') - hemolitici produc în jurul coloniilor o zonă de Ș-heino-liză, incompletă, bordată cu o zonă îngustă de p-hemoliză • Streptococii nehemolitici = y-hemolitici Clasificarea antigenică Lancefield este bazată pe antigenul specific de grup: poliozidul C din peretele celular la toate grupele, cu excepția grupului D la care este constituit din acidul glicerol-teichoic Antigenic streptococii se împart în: • Streptococi grupabili, grupele A-W (cu excepția literelor I și J) • Streptococi negrupabili, lipsiți de antigenul de grup Deși grupele antigenice nu corespund în totalitate speciilor de streptococi, această clasificare răspunde satisfăcător necesităților de identificare a principalilor streptococi cu interes medical Coroborarea celor trei criterii de clasificare: după aspectul hemolizei, antigenic și fllogenetic (tabelul 28-12) permite o viziune comprehensivă asupra streptococilor 587 588 ТаШМ Specii de streptococii cu implicații în patologia umană: criterii de clasificare, habitat și semnificații clinice Grup Lancefield1' Specie Hemoliza11 Habitat Semnificații clinice A S pyogenes Om - Frecvența portajului nasofaringian: 10-30% ■ Cauza cea mai comună a faringitei acute (15 -30% din cazuri la copii și 5 -10 % din cazuri la adulți) - Cauza a numeroase infecții potențial grave: infecții respiratorii (faringite, angine), tegumentare (impe-tigo, erizipel), ale țesuturilor moi (celulite, fasciile necrozante), febră puerperală, - Tulpini eritrotoxigene determină scarlatină sau sindrom dc șoc toxic - Complicații supurative datorate propagării infecției prin continuitate, pe cale limfatică sau hematogenă, ■ Complicații nonsupurative: febra reumatică (niciodată după infecții cutanate) cu sau tară cardită, glomerulonefrită acută, corec, eritem nodos В S agalactiae P",CAMP+ Bovine, om - Portaj vaginal, faringian sau intestinal posibil - Importanta cauză de infecții neonatale: pneumonii, meningite - Infecții post-partum - Infecții la adulți imunodeficienți (cu diabet, cancer, SIDA etc ): ale tegumentelor, ale țesuturilor moi, osteomielite etc C c C,L C,G S eqiii Subsp &/11І Subsp zooepîdeinicux S ilysgalactiae Subsp, Subsp (Y/ШШЪ P P «(P NH) P Cai, măgari Var animale, om Porci, bovine Om - Variate infecții similare celor determinate dc S pyogenes: angine și infecții grave ale pielii și țesuturilor moi, pneumonii, bacteriemii, meningite, endocardite artrite septice, ■ Nefrite - semnalate după infecții cu S cooepi-demiciix, G S caniș P Var animale, om WO-/2 (continuare) Grup Lancefield'1 Specie Hemoliză" Habitat Semnificații clinice Alți streptococi S pneumoniae a Om - Frecvența portajului orofaringian estimată între 30% și 70% - Determină frecvent otite medii, sinuzite, meningite - Principal agent etiologic al pneumoniei lobare acute și puseelor dc acutizarc a bronșitelor cronice -La copii, implicat în etiologia peritonitelor primare D' S snis ₽(NH,a) Porci, bovine Rar pot determina meningită la lucrători din abatoare E,P,U,V S pomnus p,CAMP+?YR+ Porci Rar este izolat din infecții umane în sfera genitală S iniae P,a,PYR+ Delfini de apă dulce Asociat cu celulita, bacteriemie, endocardită și meningită la om (cei care prezintă leziuni cutanate și manipulează pește proaspăt) -,F,G(C,A) -,A,C -,F,G Grupul anginosus1 5 anginow S constelkiîus S iiiîeniiediHs a,P M M Om Om Om - Specii comensale ale florei orale, intestinale și genitale Traumatisme ale mucoaselor pot deschide calea infecțiilor - Implicați în infecții purulente ale cavității orale, căilor respiratorii superioare, sistemului nervos central, trac-tului digestiv și genito-urinar, peritoneale, ale tegumentelor, țesuturilor moi și osului ■ S aiigiiiosiis grup Lancefield C - poate fi cauza unor faringite •,(O Grupul mutans S mluna S sobriniis NH(P,a) a(NH) Om Om -Specii comensale ale cavității orale - Principalele specii implicate în formarea plăcii dentare și cariogeneză - Ocazional determină endocardite subacute О,к,- ад,- Hb- Grupul mitis S mitis S oralis S gordonii S sdiigiiinix S parasmii’iiinis S cristaliis a a a a a a Om Om Om Om Om Om - Specii arbitrar reunite în grupul mare al streptococilor viridans, - Specii comensale ale florei orale și orofaringelui - După leziuni ale mucoasei bucale determină frecvent bacteriemii Iară urmări la gazda normală, dar generatoare dc endocardite subacute la pacienții cu leziuni ale cndocardului valvular sau tulburări ale dinamicii sangvine cardiace, - Rar implicați în meningite și pneumonii: - La pacienții sub chimioterapie anticanccroasă pot determina bacteriemii și septicemii Ui SO о ГйШ#-/2 (continuare) Grup Lancefield11 Specie Hemoliză11 Habitat Semnificații clinice М,- Grupul salivarius S salivarius S vestibularis - Specii comcnsalc ale cavității bucale și ale orofarin-gelui - Accidental patogene, cu implicații clinice similare streptococilor viridans (vezi mai sus) D D D D D I) Grupul bovis S bovis S eqiiinus NH(a) Bovine, ovine, porci, câini, porumbei, om - Găzduit ocazional in colon - Implicat în endocarditc subacutc la pacienți cu leziuni ale colonului (cancer, paradivcrliculită) a Cai, alte animale Necunoscute la om ^allol]riciis(S bovis a,NH Bovine, câini, orei, păsări, alte animale Asociati cu boala cronică intestinală, în special cu adenocarcinomul colonului - S ^illolyticiis și S pasteiiriaiiiis, mai frecvent întâlniți decât S iiifaiilarius și S bileleiisis S iiifaiilariiis (S bovis NH(a) S prislcuridiiiis (S bovis biotip ІІ/2) NH(a) S lulelviisis NH(a) ■ Abiotropliia A adjacens A defective A ek'puns a a a Om Om • Specii comcnsale ale florei tractului respirator superior, intestinal și al vaginului - Pot cauza endocarditc subacutc, abcese cerebrale, infecții ale plăgilor, infecții urinare 11 Grupul Lancefield: ■ reacție negativă I lemoliza: |) - liză completă; a - învcrzirc; N11- nchcmolitic, () - reacții rare b Tulpinile umane produc o p -hemoliză indisdinctă (dc fapt a’hemoliză), totuși aceste tulpini intră în algoritmul identificării ca streptococi p-hemolitici ‘ Numit și Grupul “millcri”- dezvoltă colonii mici și pot exprima antigenul de grup Lancefield A, C, l; sau G, sau pot li ncgrupabili 11 ll| - reacție cu antiscrul fată de tulpina Blackbourn (grupul II european); IL - reacție cu anliscrul față de tulpina 1’9 (grupul II American) c Antigcnele R, S, T, considerate inițial antigene de grup, sunt de fapt poliozide capsulate dc lip 2,1 și respectiv 15 28 3 3 Habitat și implicații în patologia infecțioasă Streptococii sunt găzduiți de om și diverse animale Câteva specii sunt patogene, cauză a unor variate infecții, dar ocazional izolate, în cantități reduse, și de la purtători sănătoși Cele mai multe specii sunt bine reprezentate în microbiota indigenă a tractusului respirator, digestiv și genital (tabel 28-12) 28 3 4 Metode rapide pentru depistarea și identificarea streptococilor în prelevate patologice: posibilități și limite Microscopia directă pe frotiu colorat Gram: • în cadrul prelevatelor monomicrobiene (urină, lichid cefalorahidian, exsudat pleural, pericardic, articular, puroi) indică semnificația clinică a unui coc gram-pozitiv • Prezența într-o probă de spută a diplococilor ovali gram-pozitivi, eventual capsulați, asociați semnificativ celulelor inflamatorii orientează nu numai diagnosticul rapid al unei infecții bronho-pulmonare, ci permite și interpretarea corectă a sputoculturii (vezi 13 3 3 1 și 13 3 6 ) • Pentru prelevatele contaminate cu microbiota indigenă nu are valoare diagnostică sau de orientare din cauza prezenței streptococilor rezidenți Reacția de umflare a capsulei este o metodă mai specifică pentru detectarea și identificarea microscopică a penumococilor din diferite exsudate (lichid cefalorahidian, exsudat pleural, peritoneal, aspirat traheal, spută) Reacția anticorpilor homologi cu polizaharidul capsular face această structură mai refringentă și mai bine conturată decât în microscopia uzuală, de unde impresia de mărire a volumului capsulei (umflare) Dată fiind diversitatea serovarurilor de S penumoniae, sunt utilizate inițial seruri polivalente (e g , Omniserum produs de Statens Scrum Institute - Copenhaga) apoi seruri monospecifîce pentru identificarea serovarului Detectarea directă a antigenului streptococic de grup A din exsudatul faringian Pentru aceasta există foarte multe truse comerciale care conțin materiale necesare extracției enzimatice sau chimice a polizaharidului specific de grup A și reactivi pentru detectarea antigenului, astfel extras, prin ELISA sau prin reacții de aglutinare sunt mai puțin complexe și necesită timp foarte scurt pentru realizare în comparație cu ELISA (vezi 12 2 3 3 ) ’ Alte studii au arătat că, asemănător detectării antigenului de grup A din exsudatul faringian, poate fi detectat și antigenul streptococic de grup В direct din prelevate placentare, uterine, cervicale De asemenea, există studii care au evaluat metode rapide pentru detectarea antigenelor streptococice de grup А, В, C, D, și F din hemoculturi Câteva truse comerciale conțin reactivi pentru detectarea bacteriilor care determină meningită (S, pneumoniae, S agalactiae, N meningitidis și H influenzae) direct din lichidul cefalorahidian Acești reactivi detectează antigenul polizaharidic capsular al bacteriilor cu ajutorul uneia din metodele: coaglutinare, latex aglutinare, contra-imunoelectroforeză Detaliile tehnice sunt date de producător 591 S-au perfecționat metode moleculare pentru detectarea directă a streptococilor de grup A din exsudatul faringian, pentru detectarea directă a S pnetmoniae și streptococilor de grup В din l c r și hemoculturi pozitive 28 3 5 Obținerea culturii pure necesară identificării Exigențele privind mediile de cultură, însămânțarea prelevatelor și incubarea culturilor pentru izolarea streptococilor P-hemolitici din prelevate contaminate au fos: precizate anterior (vezi 12 2 3 4 ) însămânțarea prelevatelor monomicrobiene se face pe medii agarizate, suplimentate doar cu 5% sânge de berbec, sau/și în bulioanele nutritive corespunzătore suplimentate cu 2%o glucoza Pneumococii și unele tulpini de streptococi viridans sunt carboxifîli De aceea izolarea lor, ca și a streptococilor din cavități închise ori semiînchise, este favorizată îr atmosferă cu 5% СО, 28 3 6 Caracterele de cultivare Toți streptococii cultivă optim la 37°C, iar culturile pot fi examinate după 24 ore în medii lichide (bulion nutritiv) caracterele de cultură nu au valoare diagnostică: • streptococii P-hemolitici de grup A, C, G și anumiți streptococi orali au c creștere granulară, cu sedimentare rapidă, încât supematantul rămâne limpede sau ușor tulbure; • streptococii de grup B, D și enterococii tulbură mediul, cu sau fără depu nere Pe medii agarizate și suplimentate cu 5% sânge de berbec sau de cal aspectul coloniilor variază cu specia și mediul de bază utilizat: • Streptococii P-hemolitici cu colonii mari (> 0,5 mm diametru) aparțin grupelor A, C și G (fig 28 12 - vezi planșa color) Coloniile, în general transparente, pot fi: - mucoide, cu suprafața lucioasă, plate, filante, tendință la confluare - netede, lucioase rotunde, acuminate, cu margini regulate (glossy): - rugoase, turtite, uscate, cu margini dințate (rough) Tulpinile care nu produc streptolizină S formează colonii a-hemolitice în aero-bioză și P-hemolitice în anaerobioză sau la presiune scăzută a oxigenului • Streptococii P-hemolitici cu colonii mici, punctiforme, aparțin tulpinilor unor specii din „grupul anginosus”, mai ales speciilor S anginosus și S conslellatus • Streptococii grup В formează colonii alb-cenușii, mai puțin acuminate, uneori mai mari, mai ușor de emulsionat decât ale streptococilor grup A, cu zonă îngustă de a'-hemoliză („P-indistinctă”) Până la 3% din tulpinile izolate de la om sun: chiar nehemolitice Unele tulpini incubate anaerob sau cultivate pe agar columbia formează colonii pigmentate în roșu-cărămiziu • Streptococii grup D formează colonii alb-cenușii cu diametrul de cca 1 mm transparente, care se opacifiazăîn cultura bătrână, nehemolitice sau a-hemolitice • Streptococii viridans formează colonii mici (0,1-0,5 mm diametru), bombate, cenușii, uzual a-hemolitice, ocazional nehemolitice 592 Fig 28,1 - Staphylococcus aureus: frotiu din cultura pe agar-sânge; colorație Gram (900X) Fig 28 3 - Staphylococcus aureus: cultura pe agar-sânge după 24 ore de incubare la 37°C (hemoliză negativ, pigment pozitiv) Fig 28 4 - Staphylococcus aureus: cultura pe agar-sânge după 24 ore de incubare la 37°C (cc-hemolizină pozitiv, P-hemolizină pozitiv, pigment pozitiv) Fig 28 5 - Staphylococcus epidermidis s s : cultura pe agar-sânge după 24 ore de incubare Ia 37°C (colonii mai mici, hemoliză și pigment negative) Fig 28 6 - Cultura de S aureus, maită pozitiv (stânGa) și S epidermidis s s , manită negativ (dreapta), pe mediul hiperclorurat solid cu manitol și roșu fenol după 24 ore la 37°C Fig 28 7 - Testul catalazei (stânga pozitiv, dreapta negativ) Fig 28 8 - Testul coagulazei libere, testul în tub (stânga pozitiv, dreapta negativ) Fig 28 10 - Testul termonucleazei: pozitiv (godeiurile de la ora 4 și 6), negativ (restul godeiurilor) r Fig 28 12 ~ Streptococ p-hemolitic: cultură pe agar-sânge Fig, 28 9 - Testul pe lamă pentru proteina A, dumping factor (coagulază legată) și polizaharid capsular (reactiv Sanofi Staph Plus): dreapta pozitiv (S aureus), stânga negativ (S epidermidis s s ) Fig 28 11 Lizotipie la 5 aureus', liză confluentă, CL (stânga), semiconfluentă, SCL (mijloc), ++ (dreapta) Fig 28 13 - Streptococcus pyogenes: morfologia pe frotiul din cultura de 24 ore în bulion glucozat (900X) Fig 28 15 - Testul CÂMP efectuat cu rondele din hârtie de filtru impregnate cu p-Iizină stafilococică: stânga 5 agalactiae (test pozitiv), dreapta streptococ grup D (test negativ) -ig 28 14- - Streptococi p-hemolitici: testul la bacitracină pozitiv (sus) și negativ (jos) Fig 28 17 — Streptococcus pneumoniae cu colonii mu-coide: testarea sensibilității Ia optochin cu rondelă de 6 mm (sus) și de 10 mm (jos) rig 28 16 - Testul la optochin: pozitiv (sus) și negativ (jos) • Coloniile pneumococilor, gri-opace, au cea 1 mm diametru, sunt a-hemoli tice asemănătoare, când sunt tinere, cu ale streptococilor viridans După incubare în atmosferă cu 5% CO2 zona de a-hemoliză este mai largă Progresiv, uneori în câteva ore, coloniile pneumococilor devin crateriforme datorită autolizei enzipiatice Coloniile tulpinilor care formează mai mult polizaharid capsular sunt mai mari, fiind mai virulente formează colonii transparente mucoide, la care autoliza este mai rapidă și frecvent completă încât pe suprafața mediului rămâne numai urma coloniilor • La ca și la unii enterococi (vezi 28 4 ), pe agar cu sânge de cal со loniile sunt P-hemolitice, în timp ce pe agar cu sânge de berbec sunt a- sau nehemolitice • Streptococii deficienți nutritiv, genul Abiolrophia, cultivă numai pe agar-sânge suplimentat cu 10 pg/ml piridoxal hidrocloric și 100 jig/ml cisteină Pe agar-sânge uzual creșterea este satelită striului de Staphylococcus aureus 2Ѣ3 7 Caracterele microscopice Streptococii sunt bacterii gram-pozitive în prelevatele din leziuni active, întinse și profunde, streptococii piogeni apar sub formă de coci sferici izolați sau în perechi, în timp ce in puroi formează lanțuri cu diferite lungimi Pe frotiuri din prelevate patologice S pneumoniae prezintă aspectul tipic de coci în perechi, ovali sau lanceolați, cu diametrele lungi în prelungire, capsulați (fig 13 7) în mediile de cultură lichide, streptococii care cresc cu depozit, fără tulburarea mediului (grupurile A, C, G) formează lanțuri lungi (fig 28 13 - vezi planșa color), iar cei care tulbură omogen mediul apar în principal ca diplococi (S pneumoniae) sau lanțuri scurte (grupurile B, D) în culturi vechi streptococii devin gram-variabili Pneumococii, chiar în lichidul cefalorahidian, urmare autolizei, apar ocazional gram-variabili Streptococii cultivați în medii deficitare și, în mod uzual, speciile de Abiolrophia sunt pleomorfi cu lanțuri care includ coci gram-variabili, forme cocobacilare, bacilare sau globulare în cultura prelungită pe suprafața mediilor agarizate pot apărea variante filamentoase de S pyogenes și S, pneumoniae cu aspect de lanțuri foarte lungi 28 3 8 Identificarea preliminară 28 3 8 1 Identificarea genului Odată ce izolatul a fost caracterizat preliminar „coc gram-pozitiv cu tendință de a forma lanțuri și catalazo-negativ” trebuie supus testelor fiziologice și serologice de identificare Introducerea streptococilor în algoritmul dc identificare o facem pe baza aspectului hemolizei: streptococi P-hemolitici versus streptococi non-P-hemolitici Dar non-P-hemolitici sunt și enterocorii și toate genurile înrudite lor Practic, tulpinile p-hemolitice pot fi testate direct ca streptococi, dar tulpinile non-P-hemolilice trebuie supuse identificării de gen conform testelor precizate în tabelul 28-11 (vezi amănuntele tehnice în Capitolul 40): • Testul sensibilității la vancomicină (Va) diferențiază genurile Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Aerococcus și Gemella care sunt sensibile la Va, de genurile Leuconostoc și Pediococcus, care sunt rezistente 593 Tabelul 28-1 г Identificarea de gen a cocilor gram-pozitivi catalazo-negativi’ Creștere la >« a >es s Relația cu Hemoliza 10°C 45'-'C 2 oxigenul § o § £ Genul Microscopia o 8 O 5 o U o Streptococcus c, 1, p Facultativ P,a', a, NH V V s 92% din tulpini, - = reacție negativă ? 8% din tulpini, v = reacții variabile pozitive 8 - 91% din tulpini 599 Cele 5 grupuri de specii include izolatele ele mai comune din infecții umane Fiecare grup de specii este format din cel puțin două specii Totuși identificarea streptococilor viridans numai până Ia acest nivel poate furniza destule informații pentru decizia terapeutică • Grupul muîans are cel puțin 8 specii distincte, inclusiv specia S mutans nehe-molitică, cariogenă • Grupul salvarius are 6 specii, obișnuit izolate de la om; au câteva asemănări fenotipice cu S bovis, dar produc urează, ceea ce constituie o unică trăsătură printre tulpinile de streptococi ® Grupul sanguinis conține cel puțin 3 specii care produc dezaminarea argininei și hidrolizeazâ esculină ® Grupul mitis se remarcă prin reacții negative la aproape toate testele din tabelul 28-17 ’ • Grupul anginosus, numit de alți autori „5 milleri“ (Ruoff, 1995) cuprinde 3 specii, care pot determina pe agar-sânge (3-hemoliză, a-hemoliză sau sunt nehe-molitici, cu sau fără antigen specific de grup A, C, G sau E Setul minimal de teste pentru identificarea streptococilor viridans include: o galerie de fermentare a zaharurilor (manitol și sorbitol), hidroliza argininei, esculinei și ureei (vezi Capitolul 40) 28 4 IDENTIFICAREA ENTEROCOCILOR (VASILIC A UNGUREANU) 28 4 1 Minidefiniție Enterococii sunt coci gram-pozitivi, ovali până la cocobacili, dispuși izolat, în perechi sau lanțuri scurte, imobili (cu câteva excepții) și nesporulați Lipsiți de cito-cromi și catalază sunt facultativ anaerobi Cresc între 10° și 45°C, optim la 37°C Cultivă în bulion cu 6,5% NaCl, hidrolizeazâ esculină în prezența a 40% bilă sau săruri biliare hidrolizeazâ pyrolidonzil - (3-nophtylamida (PYR) Conțin antigen specific de grup D 28 4 2 Considerații taxonomice Genul Enterococcus a fost recunoscut în 1984 cu două specii, E faecalis și E faecium, separate din genul Streptococcus pe baza diferențelor genetice, în prezent au fost confirmate, prin hibridarea ADN-ADN, analiza secvențelor ARNr 16S și prin caracterele biochimice, peste 19 specii de enterococi 28 4 3 Habitat și implicații în patologia infecțioasă Enterococii habitează tractusul digestiv și genito-urinar al omului și animalelor Capacitatea lor de a supraviețui în variate condiții adverse le explică răspândirea în mediul ambiant: apă, sol, alimente, insecte Principalele specii găzduite de om sunt E faecalis, și E faecium 600 Deși potențialul patogen al enterococilor este cunoscut, dată fiind ușurința cu care contaminează variatele prelevate patologice, semnificația lor clinică trebuie interpretată prudent prin argumente pertinente (vezi Capitolele 1, 9-20) Ordinea aproximativă a sindroamelor infecțioase care recunosc enterococi în etiologic este: • Infecții ale tractusului urinar la pacienți cu uropatii obstructive (frecvență estimată la 10% în colectivitatea generală față de 16% în spitale) • Infecții mixte pelvine și ale plăgilor, mai des la pacienți sub tratament antimicrobian • Bacteriemii la vârstnici și pacienți imunocompromiși • Endocardite subacute (până la 20% din totalul acestor îmbolnăviri) • Rar au fost demonstrați cauză a unor infecții ale sistemului nervos central sau bronho-pulmonare Enterococcusfecalis este specia predominat izolată din infecții umane, urmată de E faecium; E durans, E avium și E hirae sunt mai rar întâlnite, iar celelalte specii sunt izolate foarte rar 28 4 4 Obținerea culturii pure necesară identificării Enterococii pot fi izolați pe orice agar bază (infuzie cord-creier, tripticază soia etc ) suplimentat cu 5% sânge animal, uzual de berbec Izolarea din prelevate contaminate impune utilizarea unui mediu selectiv ca agar bilă-esculină-azid (vezi Capitolul 39), care prin bilă sau săruri biliare inhibă contaminanții gram-pozitivi, iar prin azidul de sodiu bacteriile gram-negative Alternativ, pentru inhibarea bacteriilor gram-negative poate fi folosit agarul bază Columbia cu supliment selectiv: colistin (10 pg/ml) și acid nalidixic (15 pg/ml) ori acid oxolinic (5 pg/ml) 28 4 5 Caracterele de cultivare Coloniile enterococilor pe agar sânge sunt rotunde, „S”, cu margini regulate Pe agar cu sânge de berbec E faecalis este nehemolitic, dar pe mediul cu sânge de iepure, de cal sau de om cca 1/3 din tulpini sunt Ș-hemolitice Din contră, unele tulpini de E durans sunt [3-hemolitice indiferent de sângele utilizat pentru prepararea mediului Restul enterococilor sunt oc- sau nehemolitici Pe agar cu bilă-esculină și azid coloniile enterococilor sunt alb-cenușii cu halou negru, iar pe mediile selective prin colistin și acid oxolinic/acid nalidixic tind să fie mai mici Enterococcus casseliflavus, E mundtii și E sulfureus fonnează colonii pigmentate în galben (vezi mai jos) O falsă pigmentare, datorată precipitării ionilor metalici, poate prezenta ocazional E faecalis 28 4 6 Caracterele microscopice Enterococii sunt sferici, ovali sau cocobacilari dispuși în perechi sau scurte lanțuri, gram-pozitivi și, în majoritate, imobili Numai două specii, E gallinarum și E casseliflavus, sunt mobile, dar acest caracter este testat nu microscopic, ci în coloană de geloză moaie (vezi mai jos) 601 28 4 7 Identificarea preliminară în ansamblu, enterococii dau reacții pozitive la toate testele care individualizează genul (tabelul 28-11): produc pyrrolidonyl-arylamidază, dau testul cu bilă-esculină pozitiv, tolerează 6,5% NaCI, cresc la 10° și 45°C și majoritatea tulpinilor sunt sensibile la vancomicină Trei specii, E cecorum, E columbae și E sacchamlyticus, deși nu fonnează pyrrolidonyl-arylamidază și cresc slab în bulionul cu 6,5% NaCI, au fost totuși incluse în genul Enterococcus 28 4 8 Identificarea definitivă 28 4 8 1 Identificarea speciilor o facem pe baza caracterelor fenotipice (consultă Capitolul 40) rezumate în tabelul 28-18 Tabelul 28-18 Caracteristicile fenotipice folosite pentru identificarea speciilor genului Enterococcus (după FACKLAM, 1998) Sperii Manitol Sorboză Sorbitol Arginină Arabinoză Rafinoă : Teluril | Mobilitate Pigment Zaharoză Piruvat Grupa 1 E avimn -j- 4- 4- -j E matodoralus 4- 4- - - 4- — - - 4- 4- E raffinosus + 4- 4- - + 4- - - - 4- + E pseudoavium + 4- 4- - - - - - - 4- 4- E saccharolyticus 4- 4- 4- - - 4“ - - - 4- - Grupa II E faecalis 4- 4- 4- 4-a Efaecium 4- - V 4- 4- V - - - 4-* - E casseliflavus 4- - V 4- 4- + a 4- 4- 4- V Emundtii + - V + 4- 4- - - 4- 4- - E gallinarum 4- - — 4- 4- 4- - - 4- — Grupa III E durans 4- E hirae - - - 4- - V — - - 4- - E dispar - - — 4* - 4- - - - 4- 4- Efaecalis (var) - - - 4- - - 4- - - - 4- Efaecium - - - 4- + V - - - 4- - Grupa IV E sulfureus 4- 4* + E cecorum — - 4* — - + - - - 4- 4- Grupa V E casseliflavus V 4- V + + V E ^ailinarum + - - - 4- 4- - 4- - 4- - Efaecalis - 4- - - - 4- - - 4- 4- E columbae 4- - 4- - + 4- - - - 4- 4- a sau a - excepții posibile cuprind mai puțin de 3% din tulpini 602 • Fermentarea zaharurilor Pe baza producerii de acid din manitol sorbitol și sorboză speciile de Enterococcus au fost împărțite în 5 grupe Fermentarea arabinozei, rafinozei și zaharozei este utilă pentru diferențierea speciilor din cadrul aceleiași grupe • Hidroliza argininei: vezi identificarea streptococilor viridans • Testul toleranței la telurit este pozitiv pentru E, faecalis, care reduce teluritul de potasiu la telur metalic și determină culoarea neagră a coloniilor • Testul mobilității Tulpinile mobile, însămânțate prin înțepare, determină opa-cifîerea coloanei de geloză moale; cele imobile cresc numai pe traiectul de însămânțare și lasă restul mediului clar • Pigmentația indicată de culoarea galbenă a culturii, observată pe un tampon cu care ștergem cultura de 24 ore la 35°-37°C pe suprafața unei plăci cu agar-tripti-cază soia și 5% sânge de oaie Testul negativ este reprezentat de culoarea albă, crem sau gri • Utilizarea piruvatului din mediul de cultură de către microorganismul testat o observăm prin virajul culorii indicatorului de pH în domeniul acid Pe baza fennentării manitolului, sorbitolului, sorbozei și hidrolizei argininei, speciile de Enterococcus au fost separate în 5 grupe (tabelul 28-18): Grupa I (5 specii): fermentează toate cele 3 zaharuri, dar nu hidrolizeazâ arginina Aceste specii sunt identificate pe baza fermentării arabinozei, rafinozei și utilizării piruvatului Grupa II (5 specii): fermentează numai manitolul și hidrolizeazâ arginina Speciile din acest grup sunt diferențiate pe baza tolerării teluritului, a mobilității și a prezenței pigmentului Grupa III (5 specii): hidrolizeazâ arginina, dar nu fermentează manitolul, sorbi-tolul și sorboza Identificarea speciilor din acest grup o facem prin fermentarea arabinozei, rafinozei și zaharozei și prin utilizarea piruvatului Grupa IV (2 specii): nu hidrolizeazâ arginina, nu fermentează manitolul și sorboza Diferențierea o face fermentarea sorbitolului și prezența pigmentului Grupa V conține tulpini variate ale E casseliflavus, E gallinarum și E faecalis care nu hidrolizeazâ arginina, dar celelalte caractere fenotipice sunt aceleași cu ale tulpinilor tip care hidrolizeazâ arginina 28 4 8 2 Identificarea unor markeri epidemiologie! Dat fiind că enterococii reprezintă o cauză importantă de morbiditate și sunt totodată, în proporție crescută, multirezistenți la antibiotice, tipărea și subtiparea tulpinilor de enterococi este tot mai importantă în controlul infecțiilor determinate și în supravegherea epidemiologică • Metodele clasice de tipare sunt: bacteriocinotipia, lizotipia, stabilirea unor profile prin reacții biochimice sau prin testarea sensibilității la antibiotice, caracterizarea serologică Dar aceste metode sunt, în general, mari consumatoare de timp, scumpe, prezintă un grad de subiectivitate și deseori eșuează în diferențierea tulpinilor • Metodele moleculare sunt de un ajutor substanțial în tiparea tuturor tulpinilor de enterococi : - determinarea profilului plasmidic și analiza enzimei de restricție a ADN genomic ajută în unele cazuri, însă interpretarea profilelor electroforetice este foarte dificilă: 603 - analiza profilului de macrorestricție a ADN cromozomal prin electroforeză în câmp pulsat (PFGE) - metoda de tipare cea mai utilă, folosită în studiul enterococilor - metode de tipare bazate pe PCR, utile în special pentru detectarea rapidă și discriminarea genotipurilor de enterococi rezistenți la vancomicină (PCR - RFLP = restriction fragment length polymorphism) 28,4 8 3 Rezistența la antibiotice și vancomicină • Enterococii prezintă o rezistență intrinsecă la concentrații joase de aminoglicozide • Rezistența câștigată la peniciline, glicopeptide (vancomicină) și la concentrații înalte de aminoglicozide a crescut în ultima perioadă la o varietate de specii de enterococi, existând riscul de a nu mai putea obține efectul sinergie între o penicilină sau un glicopeptid și un aminoglicozid și de avea reale dificultăți în tratamentul unei infecții determinată de o astfel de tulpină • Majoritatea tulpinilor sunt sensibile la vancomicină (VA) Studii realizate în SUA au evidențiat apariția enterococilor rezistenți la VA, considerat un fenomen specific de spital (prin utilizarea VA pe scară largă), care poate pune probleme serioase de tratament Tulpinile rezistente la VA au aparținut, aproape toate, speciei E faecium In Europa nu există același fenomen; sunt posibile două situații de obținere a rezistenței la VA: ) fie colonizarea intestinului uman cu tulpini de origine animală rezistente la VA (selectate prin tratamentul animalelor cu avoparcin - un glicopeptid care selectează încrucișat rezistența la VA); 2) fie transferul genelor de rezistență la VA de Ia enterococii de origine animală la enterococii găzduiți de om • Fenomenul de polirezistență (cel mai des întâlnit la E faecium), precum și natura imprevizibilă a susceptibilității enterococilor la agenții antibacterieni impune testarea sensibilității la antibiotice la toate tulpinile izolate din infecții umane, alegerea antibioticelor pentru testare depinzând de localizarea infecției BIBLIOGRAFIE BĂRBIER, N , SAUINIER, P et al : Random ampified polymorphic DNA typing versus pulsed-field gel electrophoresis for epidemiologie typing of vancomycin-resistant enterococci J Clin Л//сгоЛю/ 34:1096-1099, 1996 BARNHAM, M , THORNTON, T J , LANGE, K : Nephritis caused by Stretococcus zooepidemi- cus (Lancefield group C), Lancet, 1:945, 1983 BOSLEY,G S ,FACKLAM, R R ,ROSSMAN,D :RapididentificationofEnterococcus, J Clin Microbiol 18 : 1275 , 1983 CLARK, N C , COOKSEY, R C et al : Characterization of glycopeptide-resistant enterococci from US hospitals Antimicrob Agents Chemother 37:2311-2317, 1993 DALY J A , CLIFTON, N L et al : Use of rapid, nonradioactive DNA probe in culture confirma-lion tesis to detect Streptococcus agalactiae, Haemophilus influenzae and Enterococcus spp from pedriatic patients with significant infections, J Clin Microbiol 29:80, 1991 DAViS, T E , FULLER, D D : Direct identification of bacterial isolated in blood cultures by using a DNA probe, J Clin Microbiol 29:2192, 1991 604 DENYS, G A , CAREY, R B : Identification of Streptococcus pneumoniae with DNA probe J Clin Microbiol 30:31, 1992 DUCA, E , TEODOROVOCI, G et al : A new nephritogenic streptococcus, J Hyg Camb 67:691 1969 FACKLAM, R R , PADULA, J F , WORTHAM, E C et al : Presumtive Identification of group А, В and D streptococci on agar plate media, J Clin Microbiol , 9 : 665, 1979 FACKLAM, R R , WASHINGTON, J A ; Streptococcus and related catalase-negative Gram-positive cocci In A, Balows, W J Hausler, K L Hertmann et al (eds), Manual of Clinical Microbiology, 5-th edn , American Society for Microbiology, Washington, DC, pp 238-257, 1991 FACKLAM, R R , TE1XEIRA, L M : Enterococcus In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson‘s Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn, Arnold, London, voi 2, pp 670682, 1998 FACKLAM, R R , SAHM, D F , TEIXEIRA, L M : Enterococcus, In P R Murray, E J Baron M A Pfaller et al (eds), Manual of Clinical Microbiology 7-th edn, AMS Press, Washington DC, pp 297-306, 1999 FACKLAM, R R : What happened to the Streptococci: OverView of taxonomic and nomenclature changes Clin Microbiol RevAS : 613-630, 2002 GRANATO, P A , PETOS A, M T : Evaluation of a rapid screening test for detecting of group В streptococci in pregnant women, J Clin Microbiol ,2&Л536, 1991 GREEN, M , DASHEFSKY, B et al : Comparison of two antigen assay for rapid intrapartum detection of vaginal group В streptococcal colonization, J Clin Microbiol, 31:78, 1993 HEITER, B J , BOURBEANU, P P : Comparison of Gen-Probe group A streptococcus direct test with cul-ture and a rapid streptococcal antigen detection assay for diagnosis of streptococcal pharyngitis, J Clin Microbiol, 31: 2070, 1993 HOFFMAN, S : Detection of group A streptococcal antigen from throat swabs with five diagnostic kits in general practice, Diagn Microbiol Irfect Dis , 13:209,1990 KILIAN, M : Streptococcus and Lactobacillus In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson's Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn, Arnold, London, voi 2, pp 633-667, 1998 LECLERCQ, R , DUVAL, G , HORAUD, T : Streptococcaceae: Clasification etpuovoirpathogene In JJ Pociadlo, J L Vide, B Regnier et al (eds), Infections dues aux streptoocoques non A, Arnette, Paris, 1986, MIHALCU, F : FamiliaStreptococcaceae In V Bâlbîie, N Pozsgi(ed), Bacteriologic medicală, Ed Medicală București, voi 2, pp 44-86, 1985 ROUFF, K L WHILEY, R A , BEIGHTON, D : Streptococcus, In In P R Murray, E J Baron, M A Pfaller et al (eds) Manual of Clinical Microbiology 7-th edn, AMS Press, Washington DC, pp 283-296 1999 SALYERS, A A , WHITT, D D : Group A and group В streptococci and enterococci In Bacterial pathogenesis A molecular approach, 2-nd edn , ASM Press, Washington, DC, pp 232-246, 2002 SCHLEIFER,K H , KILPPER-BALZ, R : Transfer of Streptococcus faecalis and S faaecium to the genus Enterococcus nom rev as Enterococcus faecalis comb nov and E faecium comb nov , Int J Syst Bacterial , 34:31, 1984 SCHLEIFER,K H , KILPPER-BALZ, R : Molecular and chemotaxonomic approaches to the classification of streptococci, enterococi and lactococi: A review to Appl Microbiol 10:1, 1987 TURNER, J C , HAYDEN, F G , LOBO, M C et ah: Epidemiologie evidence for Lancefîeld group C beta-hemolytic streptococci as a cause of exudative pharyngitis in college students, J Clin Microbiol 35:1, 1997 ' WETKOWSKI, M A , PETERSON, M E , DE LA MAZA, L M : Direct testing of blood cultures for detection of streptococcal antigen, J Clin Microbiol 16:86, 1982 605 28 5 IDENTIFICAREA COCILOR GRAM-POZITIVI ȘI CATALAZO-NEGATIVI ÎNRUDIȚI CU STREPTOCOCII ȘI ENTEROCOCII (DUMITRU BUIUC, CARMEN PÂNZARU) Genurile înrudite cu streptococii și enterococii, Lactococcus, Vagococcus, Gemella, Globicatella, Aerococcus, Helcococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Tetragenococcus sunt larg răspândite în natură și pot fi ocazional izolate din diferite prelevate patologice Gemella este componentă a microbiotei tractusului respirator superior (G haemolysans și G morbilorum) și digestiv (G morbilorum) Aerococcus viridans, larg răspândit în natură, este frecvent izolat de pe tegument Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus sunt componenți uzuali în microbiota vegetalelor, furajelor, alimentelor și ocazional prezenți în tubul digestiv Vagococcus, Globicatella, Helcococcus și Tetragenococcus au habitat neprecizat, deși sunt uneori izolați de la om Pentru aceste bacterii cu virulență foarte redusă există comunicări, argumentate sau mai puțin argumentate, privind semnificația clinică a izolatelor de la gazde compromise In general receptivitatea apare legată de perioada neonatală, protezarea valvelor cardiace, a capetelor articulare, investigații invazive, neutropenie, etc Izolările din plăgi, din urină, din căile respiratorii, dializate peritoneale trebuie apreciate foarte prudent pentru că relația dintre contaminare, colonizare și infecție este dificil de demonstrat Nici izolarea în hemoculturi nu este necesar semnificativă: MASTRO et al (1990) au comunicat hemoculturi pozitive cu Pediococcus spp fără nicio legătură cu un sindrom clinic definit în schimb SIRE et al (1992) au izolat Pediococcus acidilactici din hemoculturile și abcesul hepatic ale aceluiași pacient HANDWERCER et al (1990) au urmărit relația între colonizarea intrapartum și bacteriemia neonatală cu Leuconostoc spp Cauze de endocardite subacute sunt recunoscute Aerococcus spp (KERN și VANEK,1987) și Gemella haemolysans, de meningite Leuconostoc spp, Gemella haemolysans, Globicatella sanguis, ale unor abcese Gemella morbilorum Primul rol al laboratorului clinic este de a argumenta convingător implicarea etiologică a unor izolate identificate preliminar ca genuri înrudite streptococilor (tabelul 28-11) Doar în măsura în care semnificația clinică este demonstrată apare justificată identificarea până la nivel de specie (pentru care poate fi solicitat laboratorul de referință) și testarea sensibilității la antibiotice Sisteme comerciale de identificare RAPID ID 32 STREP Acest sistem (bioMerieux) poate identifica Streptococcus Enterococcus, Lactococcus, Aerococcus, Gemella, Leuconostoc, Erysipelothrix, Gardnerella și Listeria J Freney (1992) a evaluat sistemul pe 433 de tulpini aparținând genurilor menționate și a identificat corect 95,3% dintre acestea LaClaire și R R Facklam (2000) au testat 55 de tulpini „StreptococcusAike” neincluse curent în baza de date a sistemului și au identificat incorect Facklamia spp drept diferite specii de Streptococcus și Gemella Vitek gram-positive Identification (GPI) Cârd Sistemul Vitek d‘e identificare a bacteriilor gram-pozitive (bioMerieux) utilizează cartele ce conțin substrate biochimice 606 necesare identificării Poate identifica streptococi, stafilococi, corinebacterii, Arcano-bacterium, Listeria Erisypelothrix, Aerococcus spp și Gemella morbillorum Sensibilitatea la antibiotice Speciile de Aerococcus sunt sensibile la penicilină, amoxicilină, piperacilină, cefepim, rifampicină și vancomicină; moderat sensibilie la eritromicină, tetraciclină, clindamicină; mai puțin sensibile la aminoglicozide Asocierea sinergică penicilină/ vancomicină cu gentamicină este de elecție pentru tratamentul endocarditei Leuconostoc spp și Pediococcus spp sunt natural rezistente la vancomicină Majoritatea tulpinilor de Leuconostoc sunt sensibile la tetracicline, imipenem, clindamicină, gentamicină în infecțiile sistemice determinate de Leuconostoc este administrată asocierea penicilină cu un aminoglicozid Speciile de Pediococcus sunt sensibile la penicilina G, eritromicină, clindamicină gentamicină și imipenem BIBLIOGRAFIE CHATELAIN R„ CROIZE J , ROUGE R, et al : Isolement de Gemmella haemolysans dans trois cas d'endocardites bacterienne, 1982 Med Malad Infect 12:25 COLLINS M D , AGUIRRE M , FACKLAM R R , et al : Globicatella sanguis gen nov , sp nov , a new Gram-positive catalase-negative bacterium from human sources, 1992, J Appl Bacteriol 73:433 GARCIA-MARCOS J A , MESEGUER M , BAQUERO F : Meningitis due to Gemmella haemolysans Clin Microbiol Newsl 14:142 HANDWERCER S , HOROWITZ H , COBURN K et a] : Infection due to Leuconostoc species: six cases andreview, 1990 Rev Infect Dis 12:602 KERN W , VANEK E : Aerococcus bacteriemia associated with granulocytopenia, 1987 Eur J Clin Microbiol 6:670 MASTRO T D , SPIKA J S , LOZANO P , et al : Vancomycinresistant Pediococcus acidilactici: nine cases of bacteriemia, 1990 J Infect Dis 161:956 SIRE J M DONNIO P Y„ MENSARD R , et al : Septicemia and hepatic abcess caused by Pediococcus acidilactici, 1992, Eur J Clin Microbiol Infect Dis 11:623 TEIXEIRA LUCIA M„ FACKLAM R R : Enterococcus In Borello, S P , Murray, P R , Funke G (eds) Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections 10lh, voi 2, Hodder Arnold London pp 881-885, 887-880 FRENEY, J , S BLÂND, J ETIENNE (1992): Description and evaluation of the semi automated 4-liour rapid ID 32 Strep for identification of streptococci and members of related genera J Clin Microbiol 30: 2657-2661 " LA CLAIRE, L L , Facklam R R : Comparison of three commercial rapid identification Systems for the unusual Gram-positive cocci Dolosigranulum pigrum, Ignavigranum rupffiae, and Facklamia species J Clin Microbiol 38: 2037-2042 607 29 IDENTIFICAREA COCILOR GRAM-NEGATIVI AEROBI (MARIAN NEGUȚ, ILEANA LEVENET, ALEXANDRU RAFILA) 29 1 1 Minidefinlție 29 1 2 Considerații taxonomice 29 1 3 Habitat și implicații m patologie 29 1 4 Caractere de cultivare 29 1 5 Caractere microscopice 29 1 6 Teste preliminare 29 1 7 Teste definitive • Neisseria gonorrhoeae subsp kochii • N meningitidis • N lacîamica • N cinerea • N polysaccharea • N subflava • N sicca • N mucosa • N flavescens • N elongaîa subsp elongaîa subsp glycolyîica subsp nitroreducens 29 1 1 Minidefiniție Neisseriile sunt cod dispuși, de obicei, în perechi, cu fețele adiacente aplatizate, imobili, gram- negativi cu tendință de a rezista la decolorare Sunt oxidazo- și catalazo-pozitivi, produc anhidrază carbonică Excepție face o singură specie, Neisseria elongaîa, cu aspectul său de bacili scurți, subțiri, dispuși în perechi sau în lanțuri scurte și cu două subspecii catalazo-negative (N elongaîa subsp Elongaîa și subsp Nitroreducens) Cultivă optim la 35° - 37° C în cadrul genului speciile pot fi grupate în raport cu anumite caractere: e g , exigențele nutritive (neisserii pretențioase versus, neisserii nepretențioase), zaharoliza (specii zaharolitice oxidativ versus, specii azaharolitice), pigmentogeneza (neisserii care produc pigment galben-verzui, versus neisserii nepigmentogene), reducerea nitriților 29 1 2 Considerații taxonomice Studiile de secvențiere a ARNr 16S și de hibridare a ADN au indicat oportunitatea reconsiderării familiei Neisseriaceae așa cum a fost acceptată cu genurile Neisseria, Acineîobacîer, Moraxella/Branhamella, Eikenella și Kingella în ediția a 9-a a Manualului Bergey de Bacteriologie Sistematică Astfel au apărut următoarele propuneri: • Excluderea genurilor Moraxella/Branhamella și Acineîobacîer din familia Neisseriaceae și includerea lor într-o nouă familie, Moraxellaceae, eventual și constituirea familiei Branhamaceae cu un singur gen Branhamella 608 • Includerea în familia Neisseriaceae a genurilor Eikenella, Kingella, Simon-iieUa, Alysiella și a grupelor CDC EF-4, M-5 și M-6 Ulterior tulpinile grupului CDC M-5 au format noua specie Neisseria weaverii, iar cele ale grupului CDC M-6 specia N elongala subsp Niîroreducens Consultă pentru familia Moraxellaceae 32 2 , iar pentru genurile Eikenella și Kingella 33 8 29 1 3 Habitat și implicații în patologie Din cele 16 specii de Neisseria, 10 specii, cu mai multe subspecii și biova-ruri, sunt găzduite de om, iar 6 specii au uzual habitat animal Cele mai multe specii de Neisseria sunt comensale populând mucoasele oro-și nasofaringiană Colonizările nasofaringiene sunt frecvente la adulți și copii, fiind posibilă izolarea concomitentă a două sau chiar trei specii Această colonizare poate dura câteva luni Neisseria lactamica a fost izolată mai frecvent de la copii decât de ia adulți Neisseria mucosa, specie comună în nasofaringele adulților, a fost izolată și de la alte mamifere Rareori speciile saprofite pot determina infecții cu localizări variate, îndeosebi la pacienți imuno-defîcienți Intre acestea mai frecvent semnalate au fost: meningite, osteomielite, celulite, artrite, conjunctivite, pneumonii și septicemii In tabelul 29-1 prezentăm implicațiile patogenice ale neisseriilor izolate de ia onl Neisseria meningitidis și A gonorrhoeae sunt specii strict parazite pentru om Neisseria meningitidis are ca habitat mucoasa căilor aeriene superioare și se transmite mai ales aerogen Local determină rinofaringite în general benigne In condiții de imunodepresie prin factori locali ori generali N meningitidis determină o bacteriemie cu localizări subsecvente meningeale Meningita meningococică îmbracă aspecte clinic variabile de la forme controlabile prin terapie antibacteriană la forme fulminante de tipul sindromului Waterhouse-Friedrichsen (coagulare intravas-culară diseminată) Portajul rinofaringian reprezintă sursa epidemică majoră și poate fi totodată punctul de plecare al meningitei, îndeosebi Ia copil Neisseria gonorrhoeae este agresivă față de orice tip de mucoase: genitală, rec-tală, faringiană, conjunctivală și determină infecții acute cu tendință invazivă tisulară și, ocazional, sistemică Netratate, infecțiile gonococice evoluează spre cronici-zare cu fibroze La bărbat infecția gonococică necomplicată evoluează cel mai frecvent ca ure-trită acută, rar este asimptomatică Procesul se poale extinde la epididim și prostată La femeie infecția gonococică, mai frecvent asimptomatică, este cndocervicală de unde se extinde spre uretră, glandele lui Bartholin sau ascendent determinând rne-trită, salpingită (până la 20% din infertiliîatea feminină este urmarea unei salpingite gonococice), pelviperitonilă Infecția anorectală este posibilă și uzual asimptomatică Bacteriemiile gonococice determină multiple metastaze care se manifestă ca erupții cutanate (papule hemoragice, pustule) pe mâini și antebrațe, plante și gambe, tenosinovite, artrite, ocazional meningite, endoftalmite și rar endocardite 609 Tabelul 29-1 Genul Neisseria* implicații în patologia umana (după RIOU și GOUIBOURDENCE, 1992) Grupa Speciile Implicații în patologie Neiserii patogene 7V Gonorrohoeae N meningitidis Infecții asimptomatice, manifeste și complicate Localizări: • La bărbat: uretrală, rectală, faringiană; • La femeie: endocervicală, anorectală, faringiană; • La fetițe: vulvovaginală; • La nou născut: conjunctivală Complicații: • Boală inflamatorie pelvină (salpingită, metrită, pelviperitonita); • Infecție gonogodcă diseminată (erupție, artrite, tenosinovite, meningită, endocardită); • Endoftalmită Meningită cu forme clinice benigne, moderate, severe (coagulare intravasculară diseminată) Neisserii comensale N sicca N lactamica N mucoasa N tinerea N subflava N flava N perflava N elongata ssp nitroreducens Patogeni ocazionali recunoscuți prin implicarea în: • Endocardite (mucosa, sicca, subflava, tinerea, elongata) • Meningite (lactamica, flava, mucosa, subflava) • Septicemii (lactamica, subflava) • Osteomielite, artrite • Celulite • Conjunctivite Neisserii rar izolate N polysaccharea la om N flavescens N denitrificans N caniș N macacae Nu sunt încă recunoscute ca patogene pentru om La fetițele victime ale unui abuz sexual gonoreea evoluează ca vulvovaginita Oftalmia gonococică neonatală,cauză de orbire, a devenit rară datorită profilaxiei sistematizate prin instilare conjunctivală de nitrat de argint soluție 1% la naștere Neisseriile cu habitat animal sunt: N animalis, N canis, Ndenlrificans, N macacae, N weaverii și N iguanae Ocazional Nxlentrificans, N caniș și N macacae au fost izolate și de la om fără să aibă o semnificație clinică precizată 29 1 4 Caractere de cultivare Neisseriile sunt bacterii strict aerobe Neisseria gonorrhoeae și N meningitidis necesită atmosferă îmbogățită cu 3-7% CO2 și medii cu pH cuprins între 6 și 8 Temperatura optimă de creștere este de 35°C Spre deosebire de neisseriile saprofite, cele patogene nu cresc la temperaturi sub 24°C, cultivarea la 22°C fiind un test de diferențiere între ele Cerințele nutritive sunt diferite: neisseriile saprofite („nepretențioase") se dezvoltă pe mediile nutritive simple, cele patogene („pretențioase") necesită adaosuri de sânge, ser și alți factori de creștere 610 Neisseriile patogene dezvoltă colonii vizibile după 24 ore, însă citirea optimă este la 48 ore, iar plăcile nu trebuie aruncate decât după 72 ore de observație Cultura neisseriilor saprofite și de N meningitidis este evidentă la 24 ore, cea de N gonorrhoeae întârzie până la 48 sau chiar 72 ore Este indicat ca pentru izolarea neisseriilor din prelevate contaminate să se utilizeze îh paralel două medii: unul selectiv și unul neselectiv întrucât s-au semnalat tulpini de N gonorrhoeae sensibile la vancomicină în tabelul 29-2 sunt prezentate câteva dintre mediile de izolare curent utilizate Tabelul 29-2 Medii de izolare recomandate pentru neisseriile patogene Mediul Categoria Factorii selectivi Folosit Agar-sânge Neselectiv - General Agar-șocolat Ibidem General Mediul HYL Selectiv Colimicină, Lincomicină România Agar Thayer-Martin modificat Ibidem Colimicină, Vancomicină, Nistatin, Trimetoprim lactat General; U S A în mod deosebit NYC-Agar Ibidem Colimicină, Vancomicină, Afoteridnă B, Trimetoprim lactat U S:A Mediul “G” Ibidem Colimicină, Vancomicină, Fungizonă Franța La noi în țară pentru N gonorrhoeae folosim agarul-sânge asociat cu mediul HYL, o variantă a agarului Mueller-Hinton conținând extract de levură și de ficat de porc, sânge lacat de cal și adiționat cu un amestec de lincomicină și colimicină a 300 mg/100 ml mediu final Neisseriile izolate de la om pot fi clasificate, după caracterele de cultură și metabolice, în trei grupe (tabelul 29-3): (1) Speciile nepigmentogene {N gonorrhoeae, N gonorrhoeae subsp kochii, N meningitidis, N lactamica, N cinerea, N polysaccharea) formează colonii transparente (2) Speciile pigmentogene zaharolitice {N mucosa, N sicca, N subflava cu biova-rurile subflava, flava și perflava) formează colonii opace, galbene (3) Speciile pigmentogene azaharolitice {N flavescens, N elongata cu subspeciile elongaîa, glycolyîica și nitroreducens) formează colonii opace, galbene sau gri-albe cu tentă gălbuie 29 1 5 Caractere microscopice în general neisseriile sunt coci cu diametrul de 0,6-1,0 pm, dispuși izolat, dar mai frecvent în perechi cu fețele adjacente aplatizate (aspectul boabelor de cafea) sau înfundate (aspect reniform) Ocazional formează tetrade Sunt gram-negativi, dar tind să reziste la decolorate Numai N elongata apare ca scurți bacili cu grosime de 0,5 pm, gram-negativi dispuși în scurte lanțuri 61 I Tabelul 29-3 Caracterele speciilor de Neisseria izolae de la oma Specii/subspedi Caractere de cultivare Caractere metabolice Aspectul coloniilor Pigment galben Creșterea pe Acid din Reducere >Я я 6 c *5 73 § Ь N J и 0 d d и я 8 и 0 i fi 0 £ 01 0 N gonorrhoeae ■S, gri/albe; 5 tipuri descrise pe culturi primareb - + - - + - - - • + • N gonorrhoeae subsp kochii Ibidem - - + + + - - - - - + - N meningitidis S, gri/albe, transparente, uneori mucoide (capsulate), mai mari decât cele de gonococ - + - V I + - - - - V + - N lactamica S, gălbui, transparente ' - + V + + + + - V + N vinerea Gri/albe granulare - V - + - - - - - - + + - N polysaccharea Gălbui, convexe, strălucitoare - V - + + + - - - - V + - N subjluva S, gri/gălbui, aderente + V + + + + - V V + + V N sicca Gri, zbârcite, aspre, uscate, aderente V - + + + - + + - + + + N mucosa Gălbui, mucoide (capsulate) + - + + + - + + + + + + N flavescens S, galbene, opace + - + + - - - - - + + N elongata subsp elongata Gri/albe, tentă gălbuiec , + - + ■ - - - - ■ - ■ ssp glycolyîica Turtite, scânteietoare, uscate, consistente0 + + + - - - + + ■ ssp nitroreducens + - + s+ - - - - ,+ - - a Simboluri și abrevieri: +, tulpini tipic pozitive, dar mutante genetic pot fi negative; -, majoritatea tulpinilor negative: V, comportament variat între tul- pini; S+, slab pozitiv; spațiile libere, date necunoscute; S, tulpini „smooth": netede, umede, lucioase, rotunde, bombate, cu margini regulate; MTM, mediul Tayer Martin modificat; ML, mediul Martin-Lewis; NYC, NYC agar; As, agar-sânge; Aș, agar-șocolat; An, agar nutritiv b Tipul 1 (TI): colonii mici, ușor vâscoase, bombate, cu aspectul picăturilor de rouă; tipul 2 (T2): colonii mici, bombate, friabile Coloniile TI și T2 reflectă lumina incidență și apar strălucitoare; au pili de virulență Prin pasaje succesive pe medii neselective tulpinile TI și T2 pierd pilii și se transformă în tipurile 3,4,5 respectiv cu colonii mari, plate, cu margini crenelate, uscate, care nu reflectă lumina incidență c Coloniile de N elongata cu 2-3 mm diametru la 48 ore, cresc progresiv până la 4-5 mm, erodează agarul subjacent și au periferia granulară, invazivă 29 1 6 Teste preliminare Testul crucial al apartenenței Ia genul Neisseria îl reprezintă oxidaza, care poate fi efectuat direct cu primoculturi utilizând metoda Kovacs (vezi Capitolul 40) Apariția culorii purpurii, test pozitiv, coroborată cu aspectele morfologice și caracterele de cultivare pot constitui criteriile unei identificări preliminare de Neisseria Caracterele de cultivare (tabelul 29-3) orientează încadrarea izolatelor într-un grup sau altul de specii (cu colonii transparente vs opace, nepigmentate, pretențioase v v nepretențioase) Coloniile oxidazo-pozitive ale diplococilor gram-negativi izolate pe mediul Thayer-Martin modificat pot fi înregistrate, în raport cu prelevatul însămânțat, prezumtiv menigococi (izolările din lichid cefalorahidian, în hemocultură) sau prezumtiv gonococi (izolările din exsudate genitale) 29 1 7 Teste definitive în tabelul 29-3, care sintetizează diferențierea între speciile de Neisseria prin caracterele de cultivare și metabolice, este prezentat un set de teste: utilizarea oxidați vă a 5 zaharuri (glucoză, fructoză, lactoză, maltoză, zaharoză), reducerea nitraților și nitriților, producerea de dezoxiribonuclează și sinteza de polizazarid din zaharoză Zaharoliza o cercetăm pe mediul СТА (Cystine Tryptic Agar, Difco) „Se însămânțează dens tulpina testată pe suprafața unei plăci cu mediu СТА și se depun apoi discuri impregnate cu soluția 1% a zaharurilor respective Se incubează la 35°C (fără adaos de CO2) timp de 1-3 zile deoarece N gonorrhoeae poate crește sărac pe СТА Urmărește producerea de acid în jurul discurilor (virajul la galben a indicatorului roșu fenol) O variantă rapidă cu citire după 4 ore la 35°C folosește un inocul foarte bogat (2-3 IO9 bacterii) într-un volum redus din soluția de zahăr în tampon fosfat (preparată extemporaneu sau produs comercial) și roșu fenol ca indicator Pentru testarea sintezei depolizaharid din zaharoza se adaugă câteva picături din soluția Lugol diluată 1/4 la cultura de 48 ore la 37°C a tulpinii de identificat în bulion cord-creier cu 5% zaharoză Reacția pozitivă este indicată de apariția imediată a culorii albastre Urmărește reducerea nitrațilorșinitrițilorînb\jXion Mueller-Hinton cu 0,1 % KNO, ori KNO2 după incubarea culturii 5 zile la 37°C Se developează reacția prin adaos din soluția de acid sulfanilic și a - naftalină Apariția culorii roșu intens indică o reacție pozitivă Testul este util pentru a diferenția N gonorrhoeae de N cine rea, care pot da reacții antigenice încrucișate Consultă Capitolul 40 pentru amănunte tehnice privind aceste teste Relativ recent, pentru diferențierea speciilor de Neisseria au fost introduse tesle bazate pe substraturi cromogene Trei dintre acestea, |3 - galactozidaza (ONPG) у - glutamiltransferaza (GGT) și hidroxiprolin-aminopeptidaza (HPAP), preluate și în unele galerii comerciale de microteste, sunt grupate în tabelul 29-4 Neisseria gonorrhoeae nu produce (|3 - galactozidaza și nici GGT, dar scindează HPAP Neisseria 613 meningitis are numai activitatea у - glutamiltransferazică, iar NJactamica scindează ONPG și HPAP Moraxella (Branhamella) catarrhalis nu are activitate asupra celor trei substraturi cromogene și, în consecință, diferențierea între Neisseria și Moraxella (Branhamella) se face cu mare acuratețe prin acest set de teste Tabelul 29-4 Teste care utilizează substrate cromogene pentru identificarea neisseriilor Testul Neisseria gonorrhoeae Neisseria meningitidis Neisseria lactamica Moraxella catarrhalis p-Galactozidaza - - 4- - (ONPG) y-Glutamil transferaza (GGT) - + - - Hydroxyprolil amino peptidaza (HPAP) 4- - 4- - Sisteme comerciale de identificare biochimică Sunt comercializate mai multe sisteme de identificare biochimica a neisseriilor bazate pe caracterele exoenzimatice în tabelul 29-5 sunt enumerate câteva sisteme comerciale care funcționează pe principiul inoculului bogat, rezultatele putând fi citite și interpretate în intervale variind între 30 minute și 2-4 ore Tabelul 29-5 Sisteme comerciale pentru identificarea exoenzimatică a neisseriilor Sistemul Producător Principiul Quad Ferm4- bioMerieux Vitek Hazelwood Mo Benzi din plastic cu cupule pentru utilizarea zaharurilor, producerea de penicilinază și DNA-ază RIM (Rapid Identification method) Austin Biologica! Laboratories, Austin Tx Fiole pentru testarea utilizării zaharurilor și producerii de DNA-ază Minitek Becton Dickinson Microbiology systems Cockeysville Md Discuri din hârtie impregnate cu zaharuri Gonochek 11 Ey Laboratories, San Mateo California Testează: p-Galactozidaza y-Glutamil aminopeptidaza Hydroxyprolil amino peptidaza Idenlicult-№/sseria Adams Laboratories Fiskeville R L Ibidem Rap IDNH* Innovative Diagnostics Systems Inc Atlanta Ga Cuvete din plastic cu reactivi deshidratați pentru 12 teste Identificarea codificata pe computer HNID* Micro Scan Division Baxter Healthcare Corp West Sacramente Calif Placă cu microgodeuri cu reactivi deshidratați pentru 12 teste Identificare codificată pe computer HNID* Micro Scan Division Baxter Healthcare Corp West Sacramente Calif Placă cu microgodeuri pentru 18 teste Citire automată („Walk away“) și identificare computerizată NHI* bioMerieux Vitek Hazelwood Mo Casetă specială cu 16 teste Citire vizuală Identificare computerizată Sisteme multitest de identificare simultană Neisseria și Haemophilus spp 614 Identificarea antigenică Determinarea grupului antigenic al meningococilor este o metodă curentă efectuată prin reacția de aglutinare ori variante ale acesteia, respectiv coaglutinare sau latexaglutinare Deoarece aceste reacții sunt efectuate cu suspensii de culturi vii trebuie asigurată securitatea antiepidemică (revezi 2 6 1 ) Sunt cunoscute în prezent 12 grupe antigenice ale meningococilor: А, В, С 29E, H, I, K, L, W135, X, Y, Z Peste 95% din izolatele europene aparțin grupelor В, C, A și Y în funcție de aglutinarea cu antiseruri de grup tulpinile de meningococi pot fi: - grup aglutinabile: pot fi încadrate într-un grup definit; - poliaglutinabile: aglutinează cu mai multe seruri; - neaglutinabile: nu aglutinează cu nici un ser într-un studiu extins pe o durată de peste 20 ani în Franța numai 2Z3 dintre tulpinile de N meningitidis au fost grup aglutinabile Metode neconvenționale de depistare și identificare rapidă a neisseriilor patogene Metode antigenice pentru depistarea și identificarea gonococilor De achiziție relativ recentă, acestea pun în evidență antigenele de înveliș caracteristice ale gono-cocului prin alternative ale reacției de aglutinare ori prin teste imunoenzimatice • Coaglutinarea suspensiei de S aureus tip Cowan I stabilizată și sensibilizată cu anticorpi monoclonali anti-proteina I din membrana externă a gonococilor Reactivul este amestecat direct cu exsudatul uretral Apariția unei aglutinări grunjoase stabile indică un rezultat pozitiv Dintre preparatele comerciale trusele Phadebact Monoclonal GC OMNI (Pharmacia Diagnostics Piscataway NJ) și Gono Gen (New Horizons Diagnostics Columbia Md) sunt apreciate cu specificitate maximală (100%) • Un sistem imunoenzimatic în fază solidă este comercializat sub numele de Gonozyme de către Abbot Laboratories Tamponul cu exsudat este descărcat într-o soluție specială livrată de producător, iar suspensia rezultată este pusă în contact cu imunoglobuline de iepure antigonococice adsorbite pe suport solid (perle de plastic) Fixarea antigenului pe suport este evidențiată prin ser de capră antiglobulină de iepure conjugat cu peroxidază din hrean Schimbarea de culoare poate fi apreciată vizual ori spectrofotometric La examinarea exsudatului uretral, sistemul a fost apreciat ca sensibilitate și specificitate colorației Gram Dar sensibilitatea este mai redusă la examinarea secreției endocervicale și controversată pentru prelevatele orofaringiene și anorectale Metode antigenicepentru depistarea și identificarea meningococilor Sunt folosite coaglutinarea, latexaglutinarea și, mai rar astăzi, contraimunoelectroforeza • Coaglutinarea și latexaglutinarea au fost propuse pentru depistarea meningoco-cului în lichidul cefalorahidian Reacțiile pozitive corelate cu bacterioscopia oferă elemente importante de diagnostic prezumtiv în meningita meningococică Reacțiile negative nu au valoare predictivă • Contraimunoelectroforeza efectuată în gel de agar 1% cu tampon veronal pH 7,8 în gel sunt stanțate trei șiruri paralele a câte două godeuri cu diametrul de 3 mm Godeurile dinspre catod, sunt umplute cu proba de lichid cefalorahidian 615 clarificată prin centrifugare 30 min la 3000 rpm, iar în cele dinspre anod sunt repartizate seruri antimeningococice pentru grupele mai frecvente în patologie, respectiv А, В, C După migrare 60-90 min la o intensitate de 3 miliamperi poate fi urmărită cu ochiul liber apariția benzilor de precipitare între godeurile cu lichid cefalorahidian și cele cu antiseuri specifice Sensibilitatea metodei este modestă (depistează antigenul polizaharidic ai meningococilor numai la concentrații mai mari de 0,5 pg/ml) Metode ale biologiei moleculare au fost propuse recent pentru depistarea și identificarea gonococilor în prelevate patologice Sonde moleculare ADN marcate cu ester de acridină au ca țintă ARNr gonococic din prelevat cu care hibridează Un sistem chemiluminiscent evidențiază reacția de hibridare Sistemul Gen Probe PACE (Probe Assay Chemiluminiscent Enhanced) comercializat de Gen Probe Inc San Diego, Ca și-a dovedit eficiența ca alternativă rapidă când cultivarea gonococului nu este posibilă și când transportul probelor ar fi dificil Sistemul este acreditat în S U A numai pentru gonoreea genitală Depistarea gonococilor prin reacția de amplificare genică (PCR), deși are o mare sensibilitate, nu este încă implementată în practica laboratoarelor clinice Metodele neconvenționale de depistare și identificare a gonococilor deși mai rapide decât izolarea rămân cu valoare certă numai pentru diagnosticul gonoreei uretrale în celelalte localizări sunt recomandate cu rezervă, numai ca metode orientative, din cauza sensibilității și specificității insuficiente Tipizări ale gonococilor și meningococilor pot fi efectuate în laboratoare specializate și servesc exclusiv investigației epidemiologice (1) Tipizărea gonococilor • Tipizarea antigenică are la bază antigenele proteice de membrană externă a gonococilor, respectiv Proteina I (P I) cu cele două subclase ale sale, P I A și P I B In subclasa P I A au fost descrise 24 tipuri notate P I A-l P I A-24, iar în subclasa P I В 31 tipuri, respectiv P I B-l P I B-31 Această tipizare este efectuată prin coaglutinare cu anticorpi monoclonali specifici de subclasă și de tip (tabelul 29-6) • Auxotipia gonococilor folosește un set de medii cu compoziție minimală definită, care diferă între ele prin omisia unor aminoacizi esențiali creșterii în investi garea gonococului dependența de arginină, hipoxantină și uracil poate stabili auxo-tipuri cu certă valoare epidemiologică (2) Tipizarea meningococilor Tipizarea antigenică vizează antigenele polizaharidice, proteice și lipopolizaharidice (tabel 29-6), Antigenele polizaharidice determină, după cum am arătat mai sus, serogrupele încadrarea în serogrup o efectuăm prin reacții de aglutinare într-o primă etapă, celelalte metode de tipizare putând fi aplicate numai tulpinilor aglutinabile de grup Dintre cele 12 grupe, frecvent izolate sunt А, В, C și Y, iar dintre acestea В și C însumează peste 90% Antigenele proteice sau antigenele de membrană externă (OMP - Outer Membrane Proteins) determină tipurile și subtipurile de N meningitidis Proteinele de 616 Tabelul 29-6 Structura antigenică a neisseriilor patogene Structura* Specia Antigene Funcții Importanța în tipizare ■ Capsula N meningitidis Polizaharidice: A,B,C, D;H,I,H,L,W135, X,Y, Z 29E Inhibitor al fagocitozei (factor de virulență) încadrarea în serogrupe (12) N gonorrhoeae Absent - - ț Pilii N meningitidis Pilina: Clasa I Clasa 11 Aderența la epitelii și eritrocite - N gonorrhoeae Pilina Aderența la epitelii - Membrana externa N meningitidis Proteine: Clasa 1 Clasa 2/3 Clasa 4 Clasa 5 Porine cation selective Porine anion selective Leagă anticorpii IgG fixatori de complement Aderență la epitelii și fagocite Stabilirea subtipuhii PI Identificarea tipurilor 1, 2a, 2 b N gonorrhoeae Proteine: I II (Opa) III Ib proteinele de clasă 2/3 ale N meningitidis Aderență la epitelii și fagocite (Ib clasa 5 a N meningitidis') Ib proteinele de clasă 4 ale N meningitidis Identificarea subclaselor РІА și PI В cu serovariantele lor N meningitidis Lipopolizaharide (LPS) ori Lipopolizaharide (LOS) Șoc endotoxinic, coagulare intravasculară diseminată Imunotipurile: L1-L8 serogrupele B, C L9 - LII serogrup A N gonorrhoeae Ibidem Ibidem - *Alte structuri proteice ale membranei externe sau membranei citoplasmice ca Pil C, Pan I, Oxi A, Lip (H 8), Laz au funcții metabolice și patogenice diferite, dar nu prezintă importanță anti-genica în diagnostic clasă 2 și 3 (OMP 2 și 3) permit identificarea tipurilor care sunt notate cu cifre arabe însoțite uneori de litere mici ale alfabetului (e g , 1, 2a, 2b) Proteinele de clasă 1 (OMP 1) determină subtipurile antigenice, care sunt notate cu P unnat de un indicativ numeric (e g , PI, 2 ori P i, 7) Antigenele lipopolizaharidice determină imunotipurile în cadrul serotipurilor și subtipurilor Mandrell și Zollinger au identificat 8 clase diferite de LPS în grupele В și C de meningococi, clase pe care le-au notat cu L 1 - L 8 denumindu-le imunotipuri Structura antigenică completă la N meningitidis se exprimă astfel: B:15:P1, 2:L2, în care В = serogrupui (grupul polizaharidic), 15 = serotipul (tipul OMP clasa 2 și 3), p 1,2 = subserotipul (subtipul OMP clasa 1), L 2 = imunotipul (antigenul LPS) 617 • Tipizarea electroforetică Electrotipia proteinelor membranei interne a fost aplicată la tulpinile de N meningiîidis netipabile serologic Mobilitatea diferită a pro teinelor membranei interne în gel de amidon permite diferențierea mai multor tipuri migratorii - electrotipuri Unele electrotipuri sunt prezente numai la tulpinile pato gene • Tipizarea moleculară Utilizând o digestie enzimatică a cromozomului bacterian a fost obținut un profil al fragmentelor rezultate Compararea profilurilor permite stabilirea configurației caracteristice la tulpinile epidemice • Tipizarea prin antibiotice, antibiotipul, are valoare restrânsă pentru meningococ Tulpinile de meningococ producătoare de penicilinază sunt rare, de aceea rezistența la penicilină a meningococilor este un marker epidemiologie cu capacitate discriminatorie bună 30 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM-POZITIVI AEROBI ANGELA DIACONESCU, DUMITRU BUIUC, CARMEN PÂNZARU, MARIA DAMIAN 30 1 IDENTIFICAREA CORINEBACTERIL-LOR 30 1 1 Minidefiniție 30 1 2 Considerații taxonomice 30 1 3 Habitat și implicații în patologia infecțioasă 30 1 4 Obținerea culturii pure necesare indenti-ficării 30 1 5 Caractere de cultivare 30 1 6 Caractere microscopice 30 1 7 Identificarea preliminară 30 1 8 Identificarea definitivă a speciilor de Corynebacterium 30 1 9 Scurtă caracterizare a speciilor de Corynebacterium cu interes medical, altele decât G diphtheriae 30 2 IDENTIFICAREA BACILILOR CORINEFORMI DIFERIȚI DE CORYNEBACTERIUM 30 3 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM-POZITIVI CARE ENDOSPORULEAZÂ AEROB 30 3 1 Minidefiniție 30 3 2 Considerații taxonomice 30 3 3 Habitat și implicații în patologie 30 3 4 Obținerea culturii pure 30 3 5 Caracterele de cultivare 30 3 6 Caracterele microscopice 30 3 7 Teste preliminare 30 3 8 Teste definitive 30 5A Genul Nocardia 30 5A 1 Minidefiniție 30 5A 2 Considerații taxonomice 30 5A 3, Habitat și implicații în patologie 30 5A 4 Obținerea culturii pure 30 5A 5 Caractere de cultivare 30 5A 6 Caractere microscopice 30 5A 7 Teste preliminare 30 5A 8 Teste definitive 30 5A 9 Sensigilitatea Ia antibiotice 30 5B Genurile rhodococcus, gordonia șif tsuka murella 30 5B 1 Minidefiniții 30 5B 2 Considerații taxonomice 30 5B 3 Habitat și implicații în patologie 30 5B 4 Caractere de cultivare 30 5B 5 Caractere microscopice 30 5B 6 Teste preliminare 30 5B 7 Teste definitive 30 5B 8 Sensibilitatea la antibiotice 30 5C Alte actinomicete aerobe cu importanță medicală 30 5C L Minidefiniții și considerații taxonomice 30 5C 2 Habitat și implicații în patologie 30 5C 3 Izolarea 30 5C 4 Identificarea prezumtivă 30 5C 5 Identificarea definitivă 30 5C 6 Sensibilitatea la antibiotice 30 6 IDENTIFICAREA ALTOR BACILI 30 3 9 Sensibilitatea la antibiotice 30 4 IDENTIFICAREA LACTOBACILILOR 30 4 1 Minidefiniție 30 4 2 Considerații taxonomice 30 4 3 Habitat și implicații în patologie 30 4 4 Caractere de cultivare 30 4 5 Carctere microscopice 30 4 6 Teste preliminare 30 4 7 Teste definitive 30 4 8 Sensibilitatea la antibiotice 30 5 IDENTIFICAREA BACTERIILOR NOCARDIFORME GRAM-POZITIVI CU INTERES MEDICAL 30 6 A Listeria 30 6A 1 Minidefiniție 30 6A 2 Considerații taxonomice 30 6A 3 Habitat și implicații în patologie 30 6A 4 Obținerea culturii pure 30 6A 5 Caractere de cultivare 30 6A 6 Caractere microscopice 30 6A 7 Teste preliminare 30 6A 8 Teste deinitive 30 6B Erysipelothrix 619 30 1 IDENTIFICAREA CORINEBACTERIILOR (ANGELA DIACONESCU* MARIA DAMIAN **) Corinebacterii non-lipofile: • C afermentans: subsp afermentans • C amycolatum • C argentoratense • C atypicum • C auris • C confusum • C coyleae • C diphtheriae • C durum • C falsenii • C glucuronolyticum • C imitans • C matruchotii • C minutissimum • C mucifaciens • C nigricans • C propinquum • C pseudodiphtheriticum • C pseudotuberculosis • C riegelii • C sanguinis • C singulare • C striatum • C sundsvallense • C thomssenii • C ulcerans • C xerosis Corinebacterii lipofile: • C afermentans subsp lipophilum • C accolens • C appendicis • C jeikeium • C kroppenstedtii • C lipophiloflavum • C macginley • C urealyticum • CDC grup FI • CDC grup G 30 1 1 Minidefiniție Bacilii corineformi, fără a constitui o grupare taxonomică, au în comun caractere microscopice, de cultivare și biochimice Microscopic, sunt bacili gram-pozitivi, drepți sau ușor încurbați, cu capete măciucate sau elipsoizi, cu extremitățile ascuțite ori rotunjite, așezați în unghiuri și palisade Fixează colorantul neregulat și pot avea incluziuni de polimetafosfat, care se colorează metacromatic cu albastru de metilen policrom (în roșu) sau cu alți coloranți Sunt neacido-rezistenți, nesporulați Cultivă la 37°C pe agar nutritiv sau agar-sânge; excepție fac speciile lipofile de Corynebacterium pentru care sunt necesari factori de creștere sau stimulenți ai creșterii: lipide naturale (din ser sanguin, gălbenuș de ou) sau sintetice (Tween 80, acid palmitic) Biochimic sunt catalazo-pozitivi, oxidazo-negativi și indol-negativi Unele genuri sau specii sunt facultativ anaerobe (fermentative), altele strict aerobe (non-fermentative) * Centrul National de Referința pentru Difterie ** Laborator Genetica Moleculara 620 30 1 2 Considerații taxonomice Conform definiției menționate, în grupul bacililor corineformi pot să fie incluse genurile Corynebacterium (cel mai important prin numărul de specii, frecvența izolărilor și implicațiilor în patologie), Arcanobacterium, Arthrobacter, Brevibacterium, Cellulomonas, Cellulosimicrobium, Oerskovia, Dermabacter Leifsoma, Aureobacterium, Microbacterium, Rothia, Turicella Genul Corynebacterium (Subordin X-Corynebacterineae, Familia I-Corynebacte-riaceae) a fost creat inițial pentru C diphtheriae și unele specii patogene pentru animale Numărul mare de specii identificate numai pe baza caracterelor fenotipice a determinat însă, redefinirea genului in ultimii ani Studiile taxonomice efectuate, au permis includerea în gen numai a speciilor care conțin în peretele celular (1) acid mezo-diaminopimelic, arabinoză și galactoză; (2) acizi micolici cu lungime de aproximativ 22-36 atomi de carbon, numiți acizi corinemicolici (cu excepția C atypicum C amycolatum, C kroppenstedtii)', (3) lanțuri drepte saturate și mononesaturate de acizi grași celulari, în principal acid palmitic, acid oleic și cantități reduse de acid stearic; acidul tuberculostearic a fost identificat la anumite specii (C urealyticum și C confusum); 4) menaquinone dihidrogenate - forme de vitamina К existente în bacterii - cu 8 sau 9 unități de izopren; (5) conținutul de G+ C variaza de la 46mol% (C Kutscheri) la 74 mol%(C auris) Pe baza acestor caractere și a relațiilor genetice stabilite prin tehnici de hibridizare ADN-ADN, în prezent au fost incluse în gen peste 50 de specii și două grupe de tulpini corineforme Majoritatea speciilor (34) au relevanță medicală demonstrată și sunt definite în proporție de aproximativ 61%, după 1995 (Tabelul 30-1) Există însă date care susțin necesitatea clarificării unor specii din genul Corynebacterium, în special a celor izolate din prelevate umane Tabelul 30-1 Cronologia definirii noilor specii din genul Corynebacterium Denumire prezentă Denumire anterioară Anul de definire C macginley CDC grup G1 1995 C ulcerans „C ulcerans” C argentoratense Specie nouă C glucuronolyticum Specie nouă C auris CDC grup ANFI (parțial) C coyleae Specie nouă 1997 C imitans C 1 ipoph 11 o fl a v uni C mucifaciens C singulare C durum C falsenii Specie nouă 1998 C riegelii C thomssenii 621 Tabelul 30-1 (continuare C kroppenstedtii Specie noua 1998 C confusum C sundsvallense C sanguinis C appendicis Specie nouă 2002 C atypicuni Specie nouă 2003 C nigricans Specie nouă 2004 Studiul caracterelor fenotipice au conturat în cadrul genului Corynebacterium : grupe de specii: • Grupul Corynebacterium diphtheriae care reunește 3 specii toxigene ale genuiu:: Cdiphtheriae (cu cele 4 biotipuri -gravis, mitis, intermedius și belfanti), G ulcerans ș: C pseudotuberculosis • Grupul altor corinebacterii non-Iipofîle: 24 specii • Grupul corinebacteriilor lipofile: cu 7 specii numite și două grupe de tulpir : corineforme, CDC grup FI și CDC grup G Această grupare fenotipică nu se suprapune perfect taxonilor: e g,, C diphthencxi biotip intermedius este lipofil, iar biotipurileg/'avA și mitis non-lipofile ; G afermentar: subsp afermentans este non-lipofîla, iar subsp lipophilum este lipofîla 30 1 3 Habitat și implicații în patologia infecțioasă Există în general o afinitate de gazdă a bacililor corineformi Unele specii pot trece ocazional dintr-o nișă ecologică în alta și chiar determina accidental,îmbolnăviri gazdelor Dacă aspectul este mai bine studiat privind impactul unor specii preponderer: izolate la animale în patologia umană (e g C ulcerans, C pseudotuberculosis), dubi , privind identificarea corectă, pun sub semnul întrebării unele semnalări privind implicarea câtorva specii umane în patologia animală (e g G minutissimum, C striatum, C xerosis Implicațiile bacililor corineformi în patologia infecțioasă modernă sunt mub diversificate datorită creșterii numărului de gazde cu apărarea antiinfecțioasă compromisă și a procedurilor medicale și chirurgicale tot mai agresive (Tabel 30-2) Pentru unek specii neincluse in acest capitol nu există date suficiente privind izolarea și implicarea, în patologia umană: e g , grupul Corynebacterium renale (C renale, C pilostm-C cystitidis), C kutscherii, C bovis, C mycetoides, C flavescens, C vitaeruminis C callunae, C glutamicum, C variabilis, C ammoniagenes, C mastitidis, C campor-realensis, C freneyi, C aurimucosum, C phocae Tabelul 3C-2 Semnificația medicală a unor specii de Corynebacterium Specii /grupe Habitat Asocierea cu îmbolnăviri C accolens Uman: nasofaringe, conjunctivă Otite, infecții oculare (+) Infecții respiratorii (+) C afermentans Subsp afermentans Subsp lipophilum Uman: tegumente Bacteriemii (+) Endocardite (+) Infecții respiratorii (+) 622 Tabelul 30-2 (continuare) Specii /grupe Habitat Asocierea cu îmbolnăviri C amycolatum Uman: tegumente, cavități conexe cu tegumentul Bacteriemii, inclusiv de cateter(-i-) Infecții ale țesuturilor moi (+) Infecții respiratorii (?) Infecții urinare (?) C argentoratense Uman: faringe Faringo-amigdalite (+) C auris Uman: nasofaringe Otite (4-) C confusum Uman: Infecții ale piciorului (+) C diphteriae toxigen Uman: nasofaringe, tegumente Difterie, inclusiv cutanată (++++) Bacteriemii (+) Endocardite (+) Osteomielite (+) C diphteriae non-toxigen Uman: Endocardite (-H+) Faringite (+ +) Infecții cutanate și ale țesuturilor moi (+) Bacteriemii (+) Osteomielite (+) C glucuronolyticum Uman: Uretrite, prostatite (++) C jeikeiuin Uman: tegumente, în special perineu, pliurile axilare și inghinale Bacteriemii (++Ч-) * Colonizări și infecții ale protezelor (+++) ' Endocardite (++) Infecții cutanate și ale țesuturilor moi (++) Osteomielite (+4-) Infecții respiratorii (+) Infecții urinare (+) C macginley Uman: conjunctivă Endocardite (+) Infecții oculare (+-) C minutissimum Uman: tegumente Colonizări și infecții ale protezelor (+++) Bacteriemii, inclusiv de cateter (++) Endocardite (+4-) Peritonite de cateter (4-+) Infecții respiratorii (+) Retinopatii (+) Infecții ale sânului(+) C nigricans Uman: Avort spontan (4-) Naștere prematură (?) Ulcer vaginal (?) C propinquum Uman: căile aerodigestive superioare Endocardite (+) Colonizări și infecții ale protezelor (+) Infecții respiratorii (+) C pseudodiphtheriticum Uman: faringe, tegumente Endocardite (+-H-) Bacteriemii (+++) Colonizări și infecții ale protezelor (++) Traheite, pneumonii, abcese pulmonare (4-+) C pseudotuberculosis Oi, capre, cai: Rar, ca boli profesionale: Pneumonii (+) Limfadenite necrozante cazeoase (+) C riegelii Uman: Infecții urinare la femei (~) C striatum Umamnasofaringe, tegumente Vite Colonizări și infecții ale protezelor (+-*-—) Bacteriemii (++) Endocardite (++) Osteomielită stemală (-+) Pneumonii, mediastinite (++) Sinovite septice cu artrită (+) 623 Tabelul 30-2 (continuare) Specii /grupe Habitat Asocierea cu îmbolnăviri C ulcerans Vite, cai Infecții cutanate, ulcere, abcese ale țesuturilor moi (++) Endocardite (+) Faringite (+) Difterie (+) C urealyticum Uman: tegumente Infecții urinare (++++) Infecții cutanate, ulcere, abcese ale țesuturilor moi (++) Osteomielită (++) Bacteriemii (+) Endocardite (+) Colonizări și infecții ale protezelor (+) C xerosis b U man: naso faringe, tegumente, conjunctivă Colonizări și infecții ale protezelor (+++) Bacteriemii (++) Endocardite (++) Osteomielită stemală (++) Pneumonii, mediastinite (++) C D CgrupFl Uman: tract uro-genital Infecții urinare (+) Infecții oculare și otice (+) C D C grup G Uman: tegumente, oro-faringe, conjunctivă Bacteriemii (+) Endocardite (+) Infecții oculare (++) infecții otice (++) 0 Semnificație medicală' (+-H-+) = „agentul etiologic major” (+-H-) - (+) = de la „frecvent46 până la „rar implicat” (?) = „implicare posibilă” b unele cazuri comunicate pot să fie datorate și C amycolatum Bacilii corineformi non-difterici cu nivel de patogenitate redus sunt izolați mai frecvent decât C diphtheriae Trebuie ca laboratoarele clinice să-și mențină capacitatea de recunoaștere a acestui agent patogen, întrucât supravegherea circulației bacilului difteric și a C ulcerans, este o condiție esențială în eliminarea bolii Este de asemenea necesar ca bacilii corineformi cu potențială semnificație clinică să fie complet identificați în cazul concordanței dintre aspectele clinice și predominanța în prelevatul patologic sau izolare din prelevate necontaminate 30 1 4 Obținerea culturii pure necesare identificării Conduita în această etapă este dictată de: • circumnstanțele clinico-epidemiologice sugestive pentru difterie sau depistarea portajului de C diphtheriae, C ulcerans versus sindroame posibil cauzate de bacili corineformi (Tabel 30-2); • rezultatele microscopiei directe 30 1 4 1 Izolarea C diphtheriae sau G ulcerans de la suspecți, bolnavi sau purtători necesită următoarele medii: mediul OST (de îmbogățire), agar sânge, mediul Tindsdale modificat și Gundel-Tietz (medii selective și diferențiale), mediul Loeffler 624 LA BOLNAV LA PURTĂTOR Frotiu Tesle Teste de preliminare confirmare - testul pirazin- - testul catalazei amidazei - lestul ureazei - testul cistinazei - teste biochimice de reducere a nitraților - lestul cistinazei - teste biochimice de reducere a nitraților INTERPRETAREA REZULTATELOR INTERPRETAREA REZULTATELOR CNR = Centrul Național de Referință Fig 301 Diagnosticul de laborator in difterie, la bolnav și la purtător (mediu electiv și pentru stocare) Mediile se însămânțează conform conduitei de izolare rezumată în Fig 30-1; culturile sunt incubate aerob la 37°C și sunt urmărite 24 -48 ore pentru apariția coloniilor caracteristice Utilizarea plăcii cu agar sînge este justificată nu numai pentru rațiunile precizate anterior (vezi 12 2 4) dar și pentru că există tulpini de C diphtheriae sensibile la telurit de potasiu, care sunt inhibate pe mediile care conțin acest ingredient selectiv 30 1 4 2 Izolarea altor specii de Corynebacterium Majoritatea speciilor de Corynebacterium se dezvoltă, la 37°C, pe agar sânge în aerobioză sau în atmosferă suplimentată cu 5% CO2 sub formă de colonii mici, în 24 -48 ore Rata de izolare este ameliorată pe medii selective cu colistin sulfat (10 pg/ml), acid nalidixic (15 pg/ml) în special din prelevate contaminate Este de asemeni recomandat mediul selectiv agar sânge care conține 100 pg fosfomicin/ml (+ 12,5 pg glucoză-6-fosfat/ml) pentru corineformii rezistenți la acest ingredient Este posibila si introducerea unui disc care conține 50 pg fosfomicina (+ 60 pg glucoză-6-fosfat) pe placa cu agar sânge, fiind examinate coloniile care cresc in jurul discului Dezvoltarea speciilor lipofile de Corynebacterium este stimulata sau total dependenta de prezența lipidelor: gălbenuș de ou, ser sanguin sau lecitină, acid oleic sau Tween 80 e g , agar tripticaz - soia suplimentată cu l%(v/v) Tween 80, bulion infuzie cord-creier suplimentat cu 1% Tween 80 în situația utilizării mediilor lichide (în special pentru germenii izolați din zone normal sterile) prezența acestora trebuie controlată ,prin frotiu colorat Gram,după 5 zile de la incubare Bacteriile corineforme, altele decât C diphtheriae, sunt frecvent izolate dintr-o varietate de prelevate clinice Trebuie identificate până la nivel de gen și specie numai dacă: (1) aspectul clinic este relevant; (2) sunt izolate în cultură pură sau ca germeni predominanți în infecții mixte; (3) sunt izolați în hemoculturi sau din alte produse necontaminate; (4) sunt izolați repetat din același prelevat; (5) sunt izolați predominanți și în cantități peste IO5 UFC/ml urină; (6) frotiul direct colorat Gram le atestă asocierea cu focarul de infecție (pentru amănunte revezi capitolele 1-9,15, 17) 30 1 5 Caractere de cultivare Pe mediile cu telurit morfologia coloniilor tipice de C diphtheriae este mai bine conturată după 48 de ore de incubare la 37°C Pe mediul Gundel-Tietz (agar-sânge- cistină-telurit): • C diphtheriae gravis formează colonii plate cu diametrul de 1-2 mm, margini crenelate, striații radiale și suprafață granulară, consistență friabilă sau semi-friabilă, greu emulsionabile Coloniile sunt negre, cenușii sau negre cu marginea transparentă Uneori coloniile au aspectul florii de margaretă (fig 30-2 - vezi planșa color) • C diphtheriae intermedius formează colonii de mărime variabilă, mijlocii sau mici cu diametrul de 0,5 -0,75 mm, aspect plat și centrul ușor mamelonat; coloniile sunt negre,cu suprafață granulară sau lucioasă și margini circulare, mai transparente, (fig 30-3 vezi planșa color) 626 • C diphtheriae mitis sunt de mărime variabilă cu diametrul de 1 -2 mm, convexe, cu margine circulară, suprafața lucioasă și consistența cremoasă (fig 30-4 -vezi planșa color); prin învechire coloniile devin mai plate și suprafața mai granulară • Aspectul coloniilor de C pseudodiphtheriticum pe mediul Gundel-Tietz este prezentat în fig 30-5 - vezi planșa color Colonii asemănătoare apar și pe mediile Hoyle-telurit sau McLeod (agar-sânge-telurit) Pe mediul Tinsdale modificat (agar-ser-cistină-telurit-thiosulfat):C diphtheriae indiferent de biotip, C ulcerans și C pseudotuberculosis se dezvoltă sub formă de colonii mici, negre-cenușii, cu halou cafeniu, net, bine delimitat (fig 30-6-vezi planșa color) în zonele cu dispersie insuficientă coloniile acestor specii pot să apară mici, cenușii și fără halou Mediul permite diferențierea grupului C diphtheriae de alte specii de Corynebacterium sau din genurile înrudite, care sunt inhibate cantitativ sau, dacă apar, sunt lipsite de halou (fig 30-7-vezi planșa color) Aspectele morfologice ale culturii pe mediul Gundel-Tietz sunt similare pe agar-sânge; diferă numai culoarea coloniilor, care este albă până la gri perle, din cauza absenței sărurilor de telur (fig 30-8,30-9,30-10 - vezi planșa color) Uneori tulpinile gravis, și în special mitis, pot să prezinte o zonă redusă de hemoliză, însă producerea de hemolizină este caracter variabil în cadrul speciei C diphtheriae și nu are valoare taxonomică Pe mediul Loeffler cultura de C diphtheriae este semicremoasă, granulară, iar coloniile au aspectul picăturilor de spermanțet; cultura altor corinebacterii este cremoasă și lucioasă Alte specii non-lipofile cresc bine pe agar-sânge și formează colonii nepigmentate sau pigmentate în alb până Ia galben (C falsenii, C, sanguinis) ori negru (C nigricans) Speciile lipofile formează pe agar-sânge, după 24-48 ore la 37°C, colonii foarte mici de 0,5-1 mm diametru, netede, alb-cenușii, rareori pigmentate, nehemolitice (fig 30-11- vezi planșa color) Nu cresc pe medii fără sânge, dar pe agar-sânge suplimentat cu 1% Tween 80 formează, în aceleași condiții de incubare, colonii cu diametrul 2-4 mm (fig 30-12 -vezi planșa color) La C accolens apare un adevărat fenomen de satelitism, colonii mai mari în vecinătatea celor de S aureus, explicat prin lipofilia acestei corinebacterii 30 1 6 Caractere microscopice Aspectele morfotinctoriale ale bacililor difterici diferă în funcție de biotipul și condițiile de creștere Caracterele microscopice tipice le putem observa numai pe frotiuri din falsa membrană sau din cultura pe mediul cu ser de bou (e g , pantă pe mediu Loffler) unde găsesc concentrații optime de fosfați pentru sinteza incluziunilor de volutină Tipic, C diphtheriae apare ca bacili polimorfi, drepți sau ușor încurbați, de 0,3-0,8 mm grosime/1-8 mm lungime, cu capetele măciucate, dispuși în V, L, Y și frecvent în palisade (aspect de „litere chinezești”) Gram-pozitiv la limită, are o inegalitate tinctorială datorată prezenței incluziunilor de volutină (corpusculi metacromatici) dispuse predominant polar In colorația gram incluziunile de volutină apar violete pe fondul roșu al bacililor, iar în colorațiile cu albastru de metilen policrom apar roșii pe fond albastru 627 (vezi Capitolul 41), Bacilii biotipului mitis sunt lungi, cu aspect moniliform dat de granulele metacromatice bine dezvoltate (fig 30-13 vezi planșa color), ai biotipului in-termedius sunt lungi cu aspect barat pentruca granulele sunt slab dezvoltate, iar ai biotipului gravis sunt scurți și tind să fie uniform colorați din cauza numărului mai redus de granule (fig 30-14 vezi planșa color) Cultivați în condiții suboptimale (e g , agar-sânge, medii cu telurit de potasiu), bacilii difterici își modifică morfologia, ceea ce face dificilă diferențierea de alte corinebacterii: forme cocoide, care pot crea confuzii cu C ulcerans (fig 30-15 vezi planșa color), bacili grosolani, mai scurți, ascuțiți sau măciucați-posibile confuzii cu C pseudodiphtheriticum (fig 30-16 vezi planșa color), C xerosis (fig 30-17 vezi planșa color) ș a Corynebacterium matruchotii este polimorf cu filamente ramificate, septate sau neseptate, și ia formă de bici când un singur bacii se atașează la extremitatea unui filament 30 1 7 Identificarea preliminară Bateria de teste pentru identificarea preliminară a bacililor corineformi trebuie aleasă în raport cu circumstanțele clinico- epidemiologice ale izolării 30 1 7 1 Identificarea preliminară a izolatelor din false membrane în suspiciunea de difterie sau din prelevatele pentru depistarea portajului de bacili difterici Testul pirazinamidazei și testul cistinazei permit diferențierea grupului C diphtheriae de aproape toate speciile de Corynebacterium Absența pirazinamidazei și producerea de cistinază sunt caractere metabolice specifice numai speciilor de C diphtheriae, C ulcerans, G pseudotuberculosis Nu recomandăm numai testul pirazinamidazei, întrucât în cadrul genului Corynebacterium unele tulpini de G accolens, G nigricans,C propinquum,C riegelii și G sundsvallense nu produc pirazinamidază Pentru confirmarea speciei C diphtheriae și determinarea biotipurilor se testează: (1) prezența catalazei, (2) producerea ureazei, (3) reducerea nitraților și (4) fermentarea glucozei, zaharozei, dextrinei și glicogenului Aceste teste permit identificarea bacilului difterie și a biotipurilor sale după 24-48 ore de incubare la 37°C In cadrul unor cercetări sau pentru confirmarea unor variante de C diphtheriae testele biochimice se pot extinde la o gamă mai largă de zaharuri: maltoză, levuloză trehaloză, amidon (tabelul 30-3) Tulpinile de G diphtheriae sunt catalazo-pozitive, ureazo-negative și fermentează unii carbohidrați, fără eliberare de gaz, produsele majore fiind acidul acetic, acidul lactic, acidul propionic Formele tipice de G diphtheriae produc acid din glucoză și maltoză, dar nu și din zaharoză Fermentarea polizaharidelor, dextrina și glicogenul, diferențiază principalele biotipuri ale speciei: gravis fermentează dextrina și glicogenul; intermedius - numai dextrina; mitis fermentează variabil dextrina Tulpinile mitis netoxigene și nitratreductază negative au fost atribuite unui al patrulea biotip: belfanti Deși biotipurilor unanim recunoscute de G diphtheriae le sunt asociate caracterele biochimice menționate anterior, putem întâlni tulpini de bacii difterie dificil de clasificat 628 Identificarea speciilor din grupul Corynebacterium diphtheriae8 Specia Caractere morfo-tinctoriale Morfologia coloniilor pe mediul Gundel Tietzb Identificare biochimică glucoza >Й N 2 Й £ ti N dextrina 1 1 glicoget) N 0 я Й Ё i levukiza ! trehaloza ' amidon ІЙ N Й C •H И Q 'Й N Й TJ 6 Й Й N Й Jh »Й N (D Ц S nitriți s w ftt intermedius Margini circulare tip intermedius + • + - + + + - + - + + C pseudotuberculosis Forme scurte cocobacilare Mici tip mitis - + - + - + + - + + + > Ш “Simboluri; + = mai mult de 90% din tulpini pozitive; - = mai mult de 90% din tulpini negative; v = variabil h colonii negre pe mediul Gundel -Tietz 1REV: test CÂMP revers Aceste variante naturale apărute sub influența unor factori de mediu manifestă unele caractere incerte; remarcăm în acest sens tipul gravis atipic sau mitis atipic precum și unele variante zaharoză-pozitive Există și variante de C diphtheriae cu colonii pitice și caractere enzimatice modificate (Tabel 30-4) Au fost semnalate de asemenea tulpini de C diphtheriae cistinază-negative izolate și în episodul epidemic din Rusia Tabelul 30-4 Variante atipice de Corynebacterium diphtheriae Varianta Caractere morfo-tinctoriale Morfologia coloniilor pe mediul Gundel Tietz glucoză zaharoză dextrină glicogen [ maltoză levuloză cistinază urcză nitriți gravis atipic Bacili tipic gram-pozitivi la limită cu granu-lății metacro-matice margini ondulate tip gravis + - 4- - 4- 4- 4- - v mitis atipic circulare tip mitis-intermedius + - + + 4- + + - v zaharoză pozitivă tip mitis-intermedius + 4- 4- - + - V cu colonii pitice Bacili scurți rare granulații colonii foarte mici după 48 - 72 ore de incubație + după 72 ore - - + după 72 ore + - în situații de neconcordanță între caracterele de cultivare și testele de fermentare pentru biotipul intermedius recomandăm ca test de diferențiere stimularea creșterii pe medii suplimentate cu 0,2% Tween 80, întrucât numai acest biotip este lipofil Din multitudinea sistemelor comerciale existente pentru identificarea C diphtheriae menționăm ca alternativă a testelor convenționale numai API CORYNE (bio Merieux) Galeria are 20 de teste enzimatice și biochimice, care permit confirmarea diagnosticului de specie și biotip în 24 ore de incubare la 37°C 30 1 7 2 Identificarea preliminară a bacililor corineformi izolați de la pacienți cu variate sindroame non-difterice (revezi tabelul 30-2) în fig 30-18, 30-19, 30-20 pot fi urmărite testele preliminare care orientează identificarea unui bacii gram-pozitiv neregulat și polimorf, aerob sau facultativ anaerob Tabelul 30-5 rezumă testele pentru diferențierea între Corynebacterium și genurile înrudite 30 1 8 Identificarea definitivă a speciilor de Corynebacterium 30 1 8 1 Identificarea definitivă a bacililor difterici izolați de la suspecți bolnavi sau purtători, implică teste care pot fi efectuate în laboratorul clinic (testarea toxinogenezei in vitro) și teste de competența laboratorului de referință (testarea toxinogenezei in vivo, identificări de markeri epidemiologie!) (1) Testarea toxinogenezei Capacitatea de a produce toxina difterică este caracteristică numai tulpinilor de C diphtheriae lizogenizate de bacteriofagi P, со purtători de gena tox+, gena structurală a exotoxinei 630 Tabe/ul3O-5 Teste pentru diferențierea corinebacteriilor și genurilor corineforme Teste11 N c 5 N s k К 4 N Ci ă o * N Q î: îj ■ £ k «0 4 C) Q ea c § s a s $ N s % г Ci ■4 s d •N 0 * 0 k и Q 5 Q Q К 0 s N (J s £ 'C c 5 4) 5 ** £ J3 ■t: ЧІ £ Pigmentul -,A-G A - A A-G-M A-G A-G A-G -,A G G G-P -,A-g A Mobilitatea - - - - V - V - + - + V V - Nitrat, reducerea V + - - V V + + + • V V V + - Oxidare-fermentare, testul de F/O F F F 0 0 F F F/O F 0 0 F F 0 Ureaza V - V - • - - - - V - - - Hidroliza: Esculina Gelatina Cazeina Xantină/ hipoxantină V V V - ■ V + + V + + + + + + + + + + + + + + + V V I V + V V + V - Acid din: Glucoza V + + + , V V + + + + + + + + - Maltoză V + + + V * + + + + V + + V - Zaharoză V ■ - (+) V - + + + + V +w + + - Manitol V - - - - - V - - + V + - - Xiloză V - - (+) - + - + V V V - - CÂMP CÂMP inversat V + - - - - - vc - - - , - - + :ISimboluri:+=> 90% din tulpini pozitive; -=> 90% din tulpini negative; v=variabil; F=fermentativ; O=oxidative; ()=test pozitiv întârziat; absența oricărui simbol - date necunoscute sau fără importanță b Pigmentogencza: •=nepigmentat; A=alb; G= galben; g=gălbui; M= maro; P= portocaliu; cratima = până la, w ' C eellulan t: (anterior 0 лшііііпеоіуііаі/СеІІпІоііімч celhilans) poate da testul CÂMP revers slab pozitiv О' 0) м 1ІЛСІЕІ GRAM-POZITIVI NEREGULATI aerobi / faculiaiiv anaerobi Catalaza Vezi fig,30-19 vezi fig, 30-20 Fig 30-18 Teste preliminare pentru identificarea bacililor gram-pozitivi ncregulați, aerobi sau facultativ anaerobi а и и Scurți până la cocoizi Lungi ramificați rudimentar Dermabacter tominis Vezi tabel 30-5 BACILI (JRAM-POZITIVINERKGULATI aerob/facukativ anaerobi, calalazo-pozitivi si nepigmentogeni Diferențieri preliminare Bine ramificați (lungimea ramificațiilor >2 lungimi ale bacililor) Ciclul bacili-coci C matrucliotii C durum Turicetlaotitidis Actinomyces sp ? Propionibaclerium? Rolhia sp s Vezi tabelele: 30-5, Aclinomices sp ? Micobacterii cu creștere rapidă ? Nocardia sp ? Propionibacterium? Rtodococcus sp ? Rolhia sp Brevibaclerium cele mai multe specii Arthrobacter Vezi tabel 30-5 Măciuca(i așezați in V, Y palisade Aspectul coloniilor Relativ mici, cenușii ureaza/zaharoza +/- +/+ Corynebacterium Cappendicis Corynebacterium Catypicum afermentans C falsenii gropFi C imitans Car^entoratense C pseiMpklhencum C singulare C kroppenstedtii C auris; C confusum Criegeili C sundsvailense C matnichotii C coyleae Л li I I І /ч Vezi tabel 30-5,6 C amycolatum; C appendicis C argentoratense C confusum; C coyleae; C durum, Cglucuronolyticum C imitans; CJeikeium Uiphthenae; C ji Clipophiloflavum C propinquum C sanguinis Vezi tabel 30-5,6 Mai mari, opace obișnuit albe sau bej uneori maronii Pirazinamidaza/cistinaza +/- U+ C matriichotii; C minutissimum Cmucifaciens C pseudodiphthericiiiii C strialum; C thomssenii C urealyticum: C xerosis Vezi tabel 30-5,6 Cdiphtheriae C ulcerans C pseudotuberculosis C propinquum (unele tulpini) Vezi tabel 30-3,6 Fig 30-19 Tesle preliminare pentru identificare a bacifilorgram-pozitîvi aerobi sau facultativ anaerobi, catalazo-pozitivi, nepigmentogeni 0\ w £ BACILI GRAM-POZITIVI NEREGULATI Aerob / facultativ anaerobi, catalazo-pozitivi si pigmentogeni Pigment galben Pigment portocaliu-rosu I г Mobilitate Ciclul bacili-coci Figura 30-20 Teste preliminare pentru identificarea bacililor gram-pozitivi neregulati, aerobi sau facultativ anaerobi, catalazo-pozitivi și pigmentogeni Ca urmare, bacilul difterie se prezintă sub două aspecte: tulpini toxinogene sau netoxinogene, dar patogenitatea este calitatea tulpinilor tox+ în acest context, prima cerință în caracterizarea culturii izolate, solicitată și de medicul clinician sau epidemiolog, este investigarea capacității toxinogene Există numeroase metode de testare in vitro sau in vivo rezultatele fiind dependente de dotarea și experiența fiecărui laborator în parte • Testarea toxinogenezei in vitro Testul Elek (vezi Capitolul 40) este un test de imunodifuzie larg utilizat în practica de laborator pentru avantajele sale: rapiditate, simplitate și precizie Rezultatele testului apar la 24-48 ore de incubare la 37°C Apariția unor linii de precipitare în unghiul format de cultura însămânțată și antitoxina difterică (șanț care conține serul antidifteric sau langhetă din hârtie de filtru îmbibată în ser), indică o reacție pozitivă: C diphtheriae toxigen (fig 30-21 a - vezi planșa color) Testul se practică în prezența unor martori: C diphtheriae biotip gravis toxigen (NCTC 10648), C diphtheriae biotip belfanti netoxigen (NCTC 10356) și C diphtheriae biotip gravis slab toxigen (NCTC 3984) • Testarea toxinogenezei in vivo Toxina eliberată de cultura tulpinei testate poate să fie evidențiată prin testul de patogenitate pe cobai Cultura de cercetat este injectată subcutanat la cobai neprotejați și protejați (injectați anterior intraperitoneal cu 1000UI ser antidifteric) în situația unei tulpini de C diphtheriae toxinogene cobaiul test moare în 24-48 ore cu semne specifice de intoxicație difterică; cobaiul martor nu prezintă reacții locale sau generale (vezi Capitolul 40) întrucât realizarea testului necesită personal calificat, metoda este recomandată numai pentru diagnosticul unor tulpini de C diphtheriae incerte și numai la nivelul Centrului de Referință • Alte metode de testare a toxinogenezei Există numeroase alte metode pentru determinarea capacității toxinogene a C diphtheriae, dintre care remarcăm : Testul Elek modificat poate să fie folosit ca alternativă a testului convențional Elek Utilizând o concentrație de antitoxină difterică de 10 U I / disc situat într-un rezervor central decupat în mediul Elek, pot să fie testate pentru toxigeneză 3 tulpini de C diphtheriae pe aceeași placă Apariția unor linii de precipitare la 16-24 ore de incubare la 37°C, indica o reacție pozitiva (fig 30-21b — vezi planșa color) Testul se practica în prezența unor tulpini C diphtheriae pozitive (NCTC 10648, 3984) și negative (NCTC 10356) Este un test specific, sensibil, ușor de efectuat Testul imunocromatografic strip (ICS) a fost dezvoltat pentru decelarea toxinei difterice din cultură pură de C diphtheriae Testul utilizează anticorpi policlonali equini ca anticorpi de captură și anticorpi monoclonali specifici pentru fragmentul A al toxinei difterice marcați cu aur coloidal, ca anticorpi de detecție Folosind o suspensie standard de C diphtheriae (IO8UFC/ml) în mediu bulion Elek suplimentat cu ser normal de bou, incubata 3 ore la 37°C, rezultatul toxigenezei se evidențiază în 10 minute de la introducerea in suspensia bacteriană a stripului test ICS (culoare roșie) Este o metodă simplă, rapidă, cu o limită de detecție a toxinei difterice de 0,5 ng/ml Alte metode ca testarea citotoxicității toxinei difterice pe celule Vero, western -blotting, dot - blotting și ELISA, sunt specifice, dar sunt laborioase și nu sunt recomandate pentru o testare de rutină 635 (2) Determinarea sensibilității la antibiotice C diphtheriae este sensibil la antibioticele uzuale, penicilina sau eritromicină fiind agenții chimioterapici de elecție pentru: eradicarea colonizării C diphtheriae la purtător, prevenirea colonizării cu bacili difterici la contacții de focar Prezența unor tulpini rezistente la penicilină (în special C diphtheriae gravis), eritromicină, lincomicină, clindamicină, rifampicină, trimetoprim impune testarea sensibilității la antibiotice a tuturor tulpinilor de C diphtheriae toxigene izolate și a tulpinilor C diphtheriae netoxigene implicate în diverse afecțiuni (vezi Capitolul 23) (3) Metode convenționale de tipizare la C diphtheriae Sunt realizate de către Centrul Național de Referință și numai în scop epidemiologie • Lizotipia are la bază fenomenele de lizogenie și de specificitate a receptorilor față de anumiți bacteriofagi Folosind schemele de tipizare originală și adițională lizotipia stabilește sursa de infecție, delimitează focarul și relațiile dintre focare, identifică tipul epidemiogen în perioadele interepidemice metoda este utilă pentru stabilirea unor tipuri fagice în cadrul unui biotip de C diphtheriae predominant în teritoriu Este un test accesibil în condițiile unor preparate fagice cu titruri optime de lucru; nu necesită echipament sau reactivi speciali (4) Diagnosticul si supravegherea microbiologica moleculara a difteriei • Diagnosticul molecular Corynebacterium diphtheriae este o specie heterogena alcătuită din populații bacteriene nepatogene și populații patogene Microorganismele nepatogene devin virulente ca minare a lizogenizarii cu un bacteriofag, purtător al genelor structurale care codifica sinteza toxinei difterice Studiile de genetică moleculară au demonstrat că tulpinile de C diphtheriae sunt capabile de lizogenizare cu corynefagi (F'”', co‘°x+și/sau у"®’ Integrarea corynefagilor în cromozomul bacterian se realizează printr-un mecanism de recombinare situs-specifică, în regiunea atfâ (bacterial attachment site) C diphtheriae prezintă pe cromozom două situsuri aftB (a/zBl și дйВ2), regiuni genomice cu o omologie de 120 pb între ele și de 96 pb cu situsul de atașare al bacteriofagului (affP) Bacteriofagii [j’r"'sau ajlox*se pot insera în unul sau în ambele situsuri, rezultând tulpini dublu sau chiar triplu lizogene Capacitatea de toxigeneză este dependentă de numărul de bacteriofagi integrați în cromozomul bacterian, de fenomenele de recombinare dintre aceștia, de secvența genei structurale (dtox), secvența genei reglatoare (й/xR), factorii externi care acționează fie la nivelul genei structurale fie al celei reglatoare, etc Pot apare astfel tulpini hipeiproductive (PW8) sau tulpini care produc cantități foarte mici de toxină, sub limita de sensibilitate a testului ELEK Un număr din ce în ce mai mare de tulpini netoxigene au fost izolate, în ultimii ani, din cazuri de boală (afecțiuni sistemice sau difteria-like) Studiile genetice au evidențiat prezența în genomul acestora a genelor codante pentru toxină difterică într-o formă criptică Aceste tulpini, denumite NTTB (non țoxigenic țoxin bearing) funcționează ca rezervor de gene dtox care pot fi exprimate sub acțiunea unui presor selectiv sau prin reversie spontană Tehnica PCR a fost utilizată pentru identificarea tulpinilor toxigene, precum și pentru confirmarea tulpinilor ELEK negative izolate din cazuri de boală Metoda a intrat 636 în rutina de laborator și face parte dintre testele incluse în controlul extern de calitate organizat la nivelul Rețelei Europene de Supraveghere a Difteriei (DIPNET) și a Grupului European pentru Diagnosticul de Laborator al Difteriei (ELWGD), grupuri tematice din care face parte și România Metoda, standardizată, utilizează pentru amplificare doi primeri cu omologie pe secvența nucleotidică a regiunii genomice care codifică pentru sinteza subunității A a toxinei difterice Reacția este validată când se amplifică un fragment de 248 nucleotide, față de un martor intern și martori externi reprezentări de o tulpină sigur pozitivă, o tulpină sigur negativă și un control de reacție reprezentat de apă • Tiparea moleculara Puterea de discriminare a metodelor convenționale utilizate în studiile epidemiologice ale tulpinilor de C diphtheriae este limitată, mai ales în cazul re-emergenței sau răspândirii unor tulpini toxigene rezistente la acțiunea lirică a bacteriofagilor sau cu un spectru de sensibilitate atipic, dar identic De asemenea, circulația aceluiași tip fagic în diverse regiuni ale lumii sau în același areal o perioadă îndelungată (ani) de timp, necesită utilizarea metodelor genetice de analiză în vederea stabilirii înrudurii epidemiologice dintre acestea Sondele nucleotidice au fost utilizate pentru studiul profilului de restricție al ADN total pentru diferite secvențe de interes Astfel au fost create sonde pentru identificarea fragmentelor de restricție pe care sunt localizați bacteriofagii p, gena structurală dtox gena reglatoare tocR, sirusurile attB etc Elementele de inserție (IS), segmente de ADN transpozabil, cu capacitatea de a se insera în diferite locusuri pe cromozomul bacterian, au fost detectate la C diphtheriae mai întâi în bacteriofagii y, recunoscuți ca fiind incapabili să convertească la toxigeneză tulpinile netoxigene de C diphtheriae Studiile ulterioare au demonstrat ca secvența respectivă se inseră în interiorul genei dtox și este responsabilă de fenotipul netoxigen al bacteriofagului Tulpinile înrudite epidemiologie prezintă un număr identic de câpii IS cu aceeași localizare pe cromozom, în timp ce tulpinile fără legătură epidemiologică pot prezenta un număr diferit de copii ale acestuia, integrat în diferite situsuri pe cromozom Ribotipia, definită ca profilul de restricție al genelor care codifică sinteza ARN ribozomal (rARN), este metoda cu cea mai mare stabilitate și reproductivitate Aceste proprietăți se bazează pe faptul că ARN ribozomal este ancestral, universal distribuit, aparent neexpus transferului, cu cea mai mare parte a structurii primare constantă, ceea ce-i conferă funcționalitate constantă Aceste proprietăți fac ca moleculele de rARN să fie considerate „cronometre moleculare” în studiile taxonomice, filogenetice și epidemiologice Metoda a fost utilizată în multe laboratoare pentru studiul clonalitătii tulpinilor izolate în diferite regiuni ale lumii Au fost utilizate sonde diferite, iar profilurile au fost notate Gl n pentru biotipul gravis, M3 n pentru biotipul mitis sau Cd1n, pentru Corynebacterium diphtheriae ■ Laboratoarele membre ELWGD, care dispun de tehnologia necesară, s-au mobilizat într-o activitate de armonizare a ribotipiei utilizând tehnica de digestie cu Bs/EII și hibridizare cu o sondă alcătuită din 5 oligonucleotide marcate cu digoxigenină (5 oligo mix) Imaginea TIFF a membranelor de hibridizare sau profilul de restricție exprimat în greutăți moleculare au fost expediate la Institutul Pasteur Paris unde au fost introduse într-o bancă de date Acestea au fost analizate, prelucrate și publicate sub forma unei nomenclaturi internaționale, bazată pe originea geografică a tulpinilor tip pentru fiecare 637 ribotip Ribotipia a devenit astfel metoda moleculară standard utilizată în explorarea epidemiolopgică a focarelor de difterie din epidemia care a evoluat în anii ’90 în fostele țări sovietice, dar și a cazurilor izolate raportate în diferite alte țări Profilul de macrorestricție în câmp pulsator (PFGE) a fost utilizat în studiul tulpinilor izolate din recenta epidemie de difterie din fostele țări sovietice, pentru evaluarea persistenței unei clone într-o regiune geografică sau pentru identificarea importului de tulpini în țari în care difteria este bine controlată prin vaccinare Metoda, bazată pe digestia in situ a ADN total cu Sfii, a fost evaluata pe tulpinile izolate din epidemia din Rusia Deși recunoscută ca având o putere înaltă de discriminare, pe aceste tulpini nu a fost eficientă, nereușind să distingă între cele două ribotipuri epidemice RAPD (random amplified polymorphic DNA), metodă PCR în care sunt utilizați primeri universali, scurți, de obicei alcătuiri din 10 nucleotide, a fost utilizată ca metodă moleculară de discriminare intre tulpini aparținând aceluiași lizotip sau ribotip Metoda, folosind primeri “in house” sau kit RAPD comercial, a fost utilizată cu rezultate bune și pentru discriminarea între tulpinile de C diphtheriae circulante în România, tulpini netipabile sau aparținând aceluiași lizotip Metoda este rapidă, amplificarea putându-se realiza pe lizat celular și pretabilă standardizării când se lucrează cu kit comercial, conform instrucțiunilor producătorului SSCP (Șingle Ștrand Conformational Pplymorphism) este o altă metodă de tipare moleculară bazată pe PCR, utilizată cu succes în diferențierea tulpinilor, mai ales a celor netoxigene purtătoare de gene dtox Metoda constă din ruperea legăturilor de H dintre cele două lanțuri de ADN și separarea lor prin electroforeza în gel nedenaturant de poliacrilamidă Metoda este capabilă să identifice polimorfismul produșilor de PCR detectând mutațiile punctiforme într-un studiu pe tulpini izolate din Rusia și Ucraina în timpul epidemiei de difterie, utilizându-se 12 seturi de primeri, 8 pentru amplificarea genei structurale dtox si 4 pentru amplificarea genei reglatoare dZxR, au fost identificate 6 pattemuri dtox si 12 pattemuri AxR în 2003 secvența completă a tulpinii epidemice de C diphtheriae biotip gravis, ribotip Sankt-Petersburg (NCTC13129) a fost publicată (http://www genedb org/) Aceasta a făcut posibilă imaginarea și dezvoltarea unor metode bazate pe secvențiere și tehnica microarray, mult mai specifice, reproductibile, pretabile la construire de bănci de date care pot fi accesate prin internet Difteria rămâne o amenințare pentru sănătatea publică, cazuri fiind încă raportate în unele țări NIS (New Independent States) Un control eficient al acesteia se poate realiza numai printr-un sistem internațional de supraveghere capabil să monitorizeze cu acuratețe riscul răspândirii tulpinilor patogene Genotiparea, prin metode armonizate la nivel global, permite identificarea focarelor care rămân netipate prin metode tradiționale, detectează importul de tulpini toxigene, descrie dinamica diseminării epidemiilor, permite identificarea tulpinilor la nivel infraclonal prin detectarea și monitorizarea unor evenimente genetice la nivel de nucleotid 30 1 8 2 Identificarea definitivă a bacililor corineformi izolați din diferite sindroame clinice, altele decât difteria Laboratoarelor de referință le este accesibilă schema lărgită recomandată de CDC dar la nivelul unui laborator clinic se poate obține o identificare corectă cu un minimum de teste (tabel 30-6) Caracteristici ca formă a coloniei, pigmetație, prezența hemolizei, sunt de asemenea utile pentru identificarea lor 638 Tabel 30-6 Caractere diferențiale ale altor specii din genul corynebacterium Specii Lipofilie Reducere nitrați Urează Hidroliza esculinei C5 g C3 C 'n 2 £ Fosfataza alcalina Producere acid din: CÂMP Glucoză Maltoza i Zaharoză Manitol Xiloză C accolens 4- 4- - - V - 4- - V V - - C afermentans • subsp afermentans 4- 4- V • subsp lipophilum 4- - - 4- 4* - - - - V C amycolatum - V V 4- 4- 4- V V - - C appendicis + - 4- 4- 4- (+)b (+) - - C argen toratense - - - 4- V 4- - - - - C auris - - - 4- 4- - - - - 4- Catypicum - - - - - 4- 4- 4- - Cconfusum - 4- - 4- 4- (+) - - - - C coyleae - - - + 4- (+) - - - 4- C durum - 4- (V) (V) 4- - 4- 4- 4- V - C falsenif - - (+) (+) 4- (+) V - - - C glucuronolyticum - V V V 4- V 4* V 4- - V 4- C îmitans - - (+) 4- 4- 4- (+) - 4- Cjeikeium 4- - 4- 4- 4- V - - C kroppenstedtii 4- - 4- 4- - 4- 4- - C lipoph iloflavumc + - 4- 4- - - - - C macginleyc 4- 4- - 4- 4- - 4- V C matruchotii 4- V 4- - 4- - 4- - Qminutissbnum - 4- 4- 4- + V V C mucifaciens - 4- 4- 4- - V - C nigrieansc - V V 4- 4- (+) C propinquum 4- V V - - - - - C pseudodiphtheriticum 4- 4- 4- V - - - - - C riegelii - 4- V V - w - - - Csanguinisc - - 4- 4- (+) - - - - C singulare - 4- 4- 4- 4- + 4- - - C striatum 4- - 4- 4- 4- - V - V C sundvallense - 4- V V 4- 4- - C thomssenii - 4- 4- 4- 4* 4- 4- - C urealyticum + - 4- 4- V - - - - C xerosis V - 4- 4- 4- -F 4- - CDC grupF] 4- V 4- 4- - 4- 4- 4- - CDC grupG 4- V - 4- 4- 4- V V - “Simboluri: -f- = mai mult de 90% din tulpini pozitive; - = mai mult de 90% din tulpini negative; v = variabil b(+) reacție pozitiva lenta cPigmentogeneza: galben - C falsenii,C lipophiloflavum, C sanguinis roz - C macginley negru - C nigricans 639 Lipofilia poate sa fie determinata prin subcultivarea coloniilor in agar sânge si in agar sânge suplimentat cu 0,1-1% Tween 80 Testul CÂMP este efectuat cu tulpina de Staphiloccocus aureus p haemolitic (ATCC 25923); reacția pozitivă este indicată prin creșterea efectului hemolitic al tulpinii de stafilococ, avand ca rezultat o hemoliză completă în formă de săgeată (fig 30 22 -planșa color) Testele de fermentare pot fi efectuate pe mediul Hiss cu indicator Andrade suplimentat cu 1-2 picături de ser de iepure în cazul unor specii (C jeikeium, C matruchotiif Poate să fie utilizat și sistemul comercial API CORYNE, rezultatele fiind evidențiate în 24-48 ore de la incubare Cu toate avantajele pe care le oferă acest sistem standardizat de identificare, există în prezent un număr variabil de tulpini neidentificate aparținând unor grupuri de corineformi CDC sau unor specii neincluse în baza de date De aceea, pentru definirea corectă la nivel de gen și specie sunt necesare investigații chemotaxonomice accesibile numai unor laboratoare de referință 30 1 9 Scurtă caracterizare a speciilor de Corynebacterium cu interes medical, altele decât C diphtheriae (1) Corynebacterium accolens Descrisă în 1991 ca bacii corineform, C accolens prezintă satelitism față de coloniile de stafilococ; este specie lipofîlă Unele tulpini nu prezintă acest fenomen, dar creșterea lor este stimulată prin adaos de ser la mediile de cultură Coloniile sunt convexe, netede, mici ( 105 CFU/ml) unor pacienți cu infecții urinare Coloniile sunt albicioase, strălucitoare cu 645 diametru de 1,5 mm după 48 ore de incubare la 37°C Unele colonii au consistență cremoasă, altele sunt lipicioase Este intens ureazo- pozitiv (în 5 minute la temperatura camerei, pe mediu Christensen) Fermentează lent maltoza, nu fermentează glucoza (26) Coiynebacterium sanguinis Este o specie nou definita, izolată din hemocultură Coloniile sunt galbene, cu suprafața netedă, cu diametrul de 1,5 mm la 48 ore după incubare la 37°C Cele mai reprezentative caractere fenotipice sunt: producerea de acid din glucoza, dar nu din maltoza și zaharoza și prezența acidului tuberculostearic (2-3 %) C sanguinis se diferențiază de C coyleae prin reacția CÂMP negativă, de C falsenii prin absența ureazei și de C confusum prin producerea de pigment galben și incapacitatea de a reduce nitrații (27) Corynebacterium singulare Doua tulpini de C singulare au fost izolate din hemoculturi și lichid seminal Coloniile sunt circulare, convexe, cu margini regulate și consistență cremoasă, caracteristici similare cu cele observate la C minutissimum și C striatum Exceptând testul ureazei (pozitiv la C singulare') toate reacțiile biochimice principale sunt asemănătoare cu ale speciei C minutissimum C singulare poate sa fie diferențiat de C minutissimum numai prin testarea utilizării unor surse de carbon ca: D-turanoza si N-acetil-D-glucozamina (28) Coiynebacterium striatum Izolat inițial din nasofaringe și din laptele vitelor cu mastită, a fost identificat ulterior și din hemoculturi, sputa, aspirat bronșic (la bolnavii cu infecții pulmonare obstructive), lichid peritoneal, conjunctivă, etc Coloniile suni inițial mici dar după 48-72 ore de incubare la 37°C au un diametru de la 1-2 mm ; sunt convexe, cu o tentă galbenă, suprafață netedă, consistență mucoasă și uneori sunt hemolitice C striatum fermentează glucoza, dar producerea de acid din zaharoză este variabilă Tulpinile de C striatum reduc nitrații (excepție puține tulpini) și hidrolizeazâ tirozina Unele tulpini au reacția CÂMP pozitivă Este considerat ca agent patogen al unor infecții variate: endocardite, pneumonii, peritonite, sinovite septice cu artrite Tulpinile identificate sunt sensibile la vancomicină, ampicilină, și cefalosporine, dar rezistente la clindamicină, eritromicină, tetraciclină, fosfomicină (29) Corynebacterium sundsvallense A fost propus ca specie în cadrul genului Coiynebacterium pe baza caracterelor fenotipice, prezenței acidului mezo-diamino-pimelic, acizilor micolici si a raportului G + C Microscopic, apare ca bacili gram-pozitivi pleomorfî maciucati Coloniile acestei specii non-lipofile sunt galben închis sau ușor gălbui, sunt aderente de agar și au consistența vâscoasă Fermentează glucoza, maltoza zaharoza și sunt ureazo-pozitive Tulpinile au fost izolați din hemoculturi și din secreții vaginale (30) Coiynebacterium thomssenii Este o specie non-lipofîla izolată repetat din același prelevat, de la un pacient cu pleurezie Se dezvoltă lent, sub formă de colonii cu diametrul 2 comunicări; +-r+ = mai multe comunicări; ++++ = numeroase comunicări sau incidență în prezent curentă Tratarea termică: suspensionează prelevatul patologic în proporție de 1:1 (greutate/ volum) în apă distilată sterilă Menține suspensia în baie de apă 10 minute la 80°C apoi epuizează 0,25 mL pe placa de izolare Termorezistența variată a sporilor unor specii poate da rezultate fals negative la izolări din probele de mediu Inconvenientul este evitat prin încălzire 15 minute la 62,5°C sau prin tratarea probelor numai cu alcool de 95° 659 Tratarea cu alcool: suspensionează prelevatul patologic în proporție de 1:1 (greu-tate/volum) în etanol de 95° sau absolut, sterilizat prin filtrare, și menține amestecul 3060 minute la temperatura camerei Epuizează ca mai sus suspensia pe mediul de izolare Medii selective Sunt în uz mai multe formule de medii selectiv-diferențiale, care folosesc ca agent selectiv polimixină В (100 pg/mL), pentru izolarea și cuantificarea B cereus Pentru izolarea B anthracis a fost propus mediul PLET (polimixină-lizozim-EDTA-acetat de taliu) căruia i se poate asocia prealabil tratarea termică sau cu alcool a probelor hipercontaminate Pe mediul PLET B anthracis se dezvoltă după 24-48 ore cu colonii mici, mai frecvent netede în timp ce alte specii de Bacillus sunt, în general, inhibate Mediile de îmbogățire, bulion nutritiv uzual sau bulion triptic de soia adiționat cu polimixină В (100 pg/mL), asociate cu tratamentul termic al probelor (niciodată cu alcool) sunt utilizate numai pentru izolarea B anthracis din cadavre sau carcase în putrefacție ori a B cereus din fecale prelevate după două zile de la debutul unei toxiinfecții alimentare 30 3 5 Caracterele de cultivare Aceste bacterii cultivă aerob sau facultativ anaerob pe medii uzuale: agar-nutritiv, agar-sânge Morfologia și mărimea coloniilor variază mult în raport cu specia, calitățile mediului de cultură, condițiile de incubație, vârsta și densitatea coloniilor, precum și cu proporția celulelor sporulate, care poate determina în aceași cultură pură un amestec de colonii mai mult sau mai puțin opace Totuși câteva caractere de cultivare sunt orientative către grupe mari de specii (e g , hemoliză versus non-hemoliza) Bacillus anthracis formează, după incubare peste noapte la 37°C colonii mari de 3-5 mm diametru, alb cenușii, turtite, rugoase cu aspect de sticlă pisată, nehemolitice ori slab hemolitice Periferia coloniei examinată cu lupa apare înconjurată cu prelungiri laterale ondulate ca șuvițele de păr (aspect de „cap de meduză”) La mărire mai mare se observă că aceste prelungiri sunt formate din lanțuri de bacili Coloniile de B anthracis se particularizează prin „tenacitate”: marginea coloniei ridicată ușor cu acul de inoculare rămâne erectă ca albușul de ou bătut spumă Cultivate în borcan cu lumânare pe agar nutritiv cu 0,75% bicarbonat de sodiu, tulpinile capsulate de B anthracis formează colonii mucoide în general, bacilii antracoizi se diferențiază de B anthracis prin caracterul hemolitic al coloniilor B cereus formează colonii foarte asemănătoare cu B anthracis, dar ușor mai mari și lipsite de „tenacitate”, înconjurate cu o zonă largă de Ș-hemoliză pe agar-sânge Unele tulpini produc un pigment galben-verde fluorescent, altele un pigment roz-brun difuzibil Coloniile de B cereus subsp mycoides sunt rizoide, caracter care poate fî pierdut în subculturi, și numai tardiv hemolitice Coloniile de B thuringiensis seamănă cu cele de B cereus B subtilis formează colonii mari, care cresc și invadează suprafața mediilor insuficient uscate Rotunde sau neregulate, au suprafața lipsită de strălucire, sunt opace, greu emulsionavile, pot fi zbârcite și devin colorate în crem sau brun Determină zone largi de hemoliză însămânțat prin înțepare în agar nutritiv glucozat 1% formează o creștere groasă frecvent rugoasă, brună Creșterea în profunzime este limitată și poate fi înconjurată cu un disc submers de pigment roșiatic 660 Bacillus coagulans cultivă optim la pH 6,0 Coloniile de B licheniformis sunt opace, mate până la rugoase, aderente la mediu, invazive prin prelungiri ca firele de păr Prezintă, mai ales pe mediile glucozate, excrescențe sau lobi formați din acumulări de glicocalix Coloniile de B sphaericus prezintă variații de tulpină de la „grămăjoare” compacte ia forme invazive Paenibacillus alvei crește invaziv și coloniile pot fi mobile Creșterea B circulans poate avea caractere similare Coloniile de P macerans sunt fine, rotunde cu tendință invazivă; pe agar glucozat sunt mai opace, niciodată mucoide 30 3 6 Caractere microscopice Speciile cu interes medical ale bacililor care endosporulează aerob se diferențiază microscopic în 2 grupe: Grupul 1 Bacili gram-pozitivi cu sporangiul nedeformat de sporul elipsoid ori cilindric, central sau subterminal Are două subgrupe: a) Bacili mari cu diametrul peste Ițim și lungi de 3-8 pm așezați mai frecvent în lanțuri Include: B anthracis și bacilii antracoizi (B megaterium, B cereus, B cereus subsp mycoides, B thuringiensis) Au frecvent globule citoplasmice de (3-hidroxibutirat b) Bacili mici cu diametrul sub 1 pm și lungi de 1-3 pm dispuși izolat sau în scurte lanțuri Include: B subtilis, B licheniformis, B pumilus, Paenibacillus alvei, P, macerans Nu sunt observate globule citoplasmice Grupul 2 Bacili gram-variabili cu sporangiul deformat de spori sferici Exceptând B sphaericus sunt Iară interes pentru microbiologia clinică B antrhacis este imobil Formează spori elipsoizi în culturi aerobe pe medii agarizate sau în cadavrele deschise ale animalelor decedate prin antrax în prelevate patologice de la bolnavi sau cultivat în bulion apare nesporulat In organismele bolnave sau în condiții speciale de cultivare in vitro (vezi mai jos) formează o capsulă mare care înconjură continuu toți bacilii dintr-un lanț și se colorează metacromatic în roz cu albastru de metilen policrom Tulpinile avirulente sunt necapsulate Se impune diferențierea B anthracis de speciile foarte asemănătoare morfologic: B cereus și, mai rar izolată în microbiologia clinică, B thuringiensis B megaterium formează spori a căror formă variază de la elipsoidă la sferică; poate fi capsulat 30 3 7 Teste preliminare în general, caracterele de cultivare și microscopice diferențiază ușor bacilii care endosporulează aerob de genul Clostridium Prezența catalazei la Bacillus și genurile înrudite și absența ei la genul Clostridium confirmă diferențierea Puținele specii de Bacillus catalazo-negative sunt rar izolate în microbiologia clinică Diferențierea prezumtivă rapidă a B anthracis de B cereus poate fi făcută prin urmărirea mobilității, producerii de capsulă și testele de sensibilitate la penicilină Mobilitatea însămânțează izolatele prin înțepare în coloană de agar moale cu incubare 4 zile la 37°C și urmărește dezvoltarea culturii în raport cu traiectul de 661 însămânțare Alternativ, examinează între lamă și lamelă cultura în bulion la microscor cu diafragmare corespunzătoare a luminii В anthracis și В cereus subsp mycoides sur; imobile Restul bacililor antracoizi sunt mobili Rar au fost semnalate tulpini mobile de B anthracis și imobile de B cereus Producerea capsulei in vitro Alege una din 2 metode: cultivarea izolatelor peste noapte la 37°C în borcan cu lumânare pe agar nutritiv cu 0,75% bicarbonat de sodiu sau subcultivarea unui inocul cât o gămălie de ac din primocultură timp de 6-12 ore la 37CC în 2,5 mL sânge de cal ori ser fetal de vițel Urmărește creșterea, efectuează și colorează frotiuri cu albastru de metilen policrom Apariția coloniilor mucoide și/sau capsule: metacromatice tranșează diferența între В anthracis și В cereus sau alți antracoizi care ir aceste condiții formează colonii rugoase, iar cultura este formată din bacili necapsulaț: Teste de sensibilitate la penicilină: • Inhibiția creșterii însămânțează tulpina de testat pe agar nutritiv cu 10 Ui penicilină/mL B anthracis nu cultivă, В cereus cultivă • Testul șiragului cu perle Prepară o suspensie ușor opalescentă din cultura tulpinii de testat în soluție salină izotonă Imersează un tampon în suspensie și stoarce excesul de lichid prin rulare pe peretele tubului însămânțează cu tamponul în trei direcții, suprafața unei plăci cu agar Mueller-Hinton Plasează în centrul ariei însămânțate un micro-comprimat cu 10 UI penicilină Incubează placa 6-8 ore la 37°C după care examinează creșterea microscopic cu mărire de 1000X Prezența în șirag de celule sferice cu aspectul perlelor semnifică un test pozitiv B anthracis dă test pozitiv, B cereus negativ 30 3 8 Teste definitive Diferențierea corectă a principalei specii patogene, B anthracis, de speciile asemănătoare B cereus, B cereus subsp mycoides și B t/iunngzenris impune următoarele teste suplimentare: liza prin fagul y, producerea de lecitinază, prezența incluziunilor cristaline parasporale, asimilarea citatului, creșterea în 7% în NaCI, descompunerea tirozinei, prezența plasmidului pXOs de codificare a toxinei și рХОэ de codificare a capsulei, patogenitatea pentru șoarece (tabelul 30-8) Producerea de lecitinază însămânțează izolatul în striupe o placă cu agar-gălbenuș de ou Incubează și urmărește după 1, 3, 5 și 7 zile apariția unui precipitat alb în jurul striei de cultură Urmărește prezența incluziunilor cristaline parasporale prin colorare cu verde malachit: • Plasează lama cu frotiul în sus pe o cupă cu apă la fierbere • Când apar picături de condens pe fața inferioară a lamei, acoperă frotiul cu soluție apoasă 5% de verde malachit Menține 1 minut cu apa în continuare la fierbere • Spală cu apă rece • Acoperă pentru 30 secunde frotiul cu soluție 0,5% safranină sau 0,05% fucsină bazică • Spală, usucă, examinează Sporii apar verzi, iar sporangiul și bacilii vegetativi roșii Urmărește parasporal prezența cristalelor cuboide sau „în diamant” 662 Tabelul 30-8 Diferențierea patotipurîlor de B cereus (adaptare după TURNBULL et al , 1990) Caractere3 B anthracis CQ cd Virulent Avirulent Mobilitate - - 4- - 4- Creștere rizoidă - - - 4- - Hemoliză (hematii de berbec/cal) - - 4- S4- 4- Lecitinază s+ S4- 4- 4* 4- Liza prin fag ă + 4- - - - Sensibilitatea la penicilină5 + 4- - - - Incluziuni parasporale cristaline - - - - 4- Asimilarea citratului d d 4- d + Creșterea în 7% NaCl 4- + 4- d + Tirozină, descompunerea - - 4- d 4- Posesia plasmidului pXOj și toxigeneza consecutivă 4- 4-/-C - - - Posesia plasmidului pXO2 și formarea de capsulă 4- c - - - Patogenitatea pentru șoarece + d - - - ;i Simboluri: + - > 85% din tulpini pozitive; d = 15 - 84% din tulpini pozitive; s+ = uzual slab pozitiv; - = > 85% din tulpini negative bPrin testul șiragului de perle sau prin inhibiția creșterii v Sunt cunoscute tulpini naturale pXO^ pXO,~ sau pXO^ pXO; cu restul caracterelor tipice pentru B anthracis mai puțin patogenitatea pentru șoarece d Trimite laboratorului de referință tulpinile apatogene pentru șoarece, dar cu restul caracterelor tipice pentru B anthracis Frecvent sunt B cereus, dar în laboratorul clinic nu poate fi demonstrat Asimilarea citratului însămânțează o pantă cu mediu pentru utilizarea citratului Incubează 14 zile la 37°C Alcalinizarea mediului (culoarea roșie) indică asimilarea citratului Creșterea în 7% NaCl însămânțează o mică ansă de cultură într-un tub cu 3 mL bulion nutritiv suplimentat cu 7% NaCl Incubează tubul în poziție înclinată pentru a asigura aerarea mediului și urmărește apariția culturii după 7 și 14 zile Descompunerea tirozinei însămânțează un striu din tulpina de identificat pe o placă cu agar-tirozină Incubează în atmosferă umedă pentru a preveni uscarea mediului Urmărește la 7 și 14 zile clarificarea mediului cu apariția cristalelor de tirozină în jurul și sub cultură DepistareaplasmidelorpXO] șipXO2 este de competența laboratoarelor de referință corespunzător dotate Patogenitateapentru șoarece Prepară o suspensie opalescentă a tulpinii de testat în soluție salină izotonă Injectează 0,2-0,3 mL subcutanat la doi șoareci Urmărește animalele 48-72 ore La animalul decedat sau sacrificat în agonie efectuează frotiuri din sângele cardiac și amprente cu suprafața de secțiune a splinei pentru microscopie Bacillus anthracis este virulent pentru șoarece, bacilii antracoizi nu Nu injecta la șoarece cultura în bulion Poate determina deces nespecific prin toxine solubile elaborate de unii bacili antracoizi (B cereus, B megateriunî) în mediul de cultură 663 Tulpinile de Bacillus care îndeplinesc criteriile de semnificație clinică, dar nu se încadrează între speciile uzuale analizate în tabelul 30-8, trebuie supuse identificării prin gama mai largă de teste consemnate în tabelul 30-9 Tabelul 30-9 Caractere diferențiale ale speciilor de Bacillus^ Brevibacillus și Paenibacillus cu posibilă semnificație clinică sau contaminanți frecvenți ai culturilor Caractere*1 g ș CQ d cci fo o § a o 2 CQ •£ ’g cq B licheniformis CQ CQ B coagulaus 1 CQ CQ 4^ -*■ CQ -fe JS § 5 £ Reacția Gram 4 4 4- 4- 4 4 4 4 V V V V V Grosimea > 0,9-1,0 pm 4- 4 4 - - - v - v - V - Globule lipidice în protoplast 4- 4- 4 - - - - - - - - - - Caracterele sporului: Elipsoid Cilindric Sferic Central/Paracentral Subtermi n al/T ermi nai Deformarea sporangiului 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 - d - d - - 4 - - - - d - - 4 - - - 4- 4- 4 4 4 4 4 V v - V V - - - - - - - - V V 4 V V 4 - - - - - - - V 4 4 4 4 4 Mobilitatea d vb 4 4 4 4 4 4 d 4 4 4 4 Crețterea la 50°C - - - 4 d d 4 4 - d - 4 Cre°terea anaerobă - 4- 4 4 4 - - 4 d - - 4 4 Cre°terea în 7% NaCl + 4- 4 4 4 4 4 - d d - - - Acid din: Glucoză + l 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 Glicogen + 4- - 4 4 4 - d 4 - d 4 D-manitol 4- - - - 4 4 4 d 4 4 - 4 D-manoză - *■ - d 4 4 4- 4 4 d 4- a- metil-D-manozid - - - - - - 4 d - - 4 Amidon 4- 4- - 4 4 4 - 4 4 4 4 D-trehaloză 4- 4- 4- 4 4 4 4- 4- 4 d 4 D-xiloză 4- - - - 4 4 4 d 4 4 Salicină 4- 4- - d 4 4 4 4 d 4- Gaz din carbohidrați - - — - - - - - - 4 Amidon, hidroliza 4 4- 4 4 4 - 4 4 4 4 Cazeina, hidroliza 4- 4- 4 4 4 4 4~ d d d 4 4 - Gelatina, hidroliza 4- 4- 4- 4 4 4 4 d d 4 4 d Nitrați, reducerea d d 4 4 4 4- - d d - d - 4 Voges-Proskauer - 4 4 4 4 4 4 4 - - - 4 - Lecitinaza - 4- 4 4 - * - - - - - - - pH 85% din tulpini pozitive; d = 15-84 % din tulpini pozitive; - = > 85% din tulpini negative; V= rezultate inconstante l’Vezi și tabelul 30-7 664 Urmărește prezența globulelor lipidice de P-hidroxibutirat prin colorare cu negru A ian ’ Soluția 0,3% negru Sudan în etanol de 70°, preparată prin agitare viguroasă, repetată, poate fi utilizată a doua zi după preparare Păstrează colorantul în flacon ermetic închis Acoperă frotiul fixat prin căldură cu soluția de negru Sudan și lasă colorantul să acționeze 15 minute la temperatura camerei Scurge soluția colorantă și usucă lama Clătește lama cu xilol și usucă Recolorează 5-10 secunde cu soluție 0,5% safranină sau fucsină Ziehl 1/10 Spală cu apă, usucă și examinează Globulelele lipidice apar colorate in negru-albăstrui sau negru-cenușiu pe fondul protoplastului colorat în roz Creșterea anaerobă însămânțează prin înțepare tulpina de identificat într-o coloană de agar anaerob Urmărește creșterea după 3 și 7 zile de incubare Testele de fermentare a glucozei și altor carbohidrați trebuie efectuate pe un mediu de bază cu (NH4),HPO4 Efectuează reacția Voges-Proskauer și testează acidifierea mediului conform indicațiilor din Capitolul 41 Urmărește reducerea nitraților în bulion cu nitrat de potasiu repartizat în eprubete cu tuburi Durham inversate Testează hidroliza amidonului și a cazeinei pe mediile indicate în Capitolul 41: • însămânțează pe câte 2 plăci cu agar-amidon tulpinile de testat în a 3-a și a 5-a zi de incubare la 37°C inundă suprafața uneia din plăci cu etanol 95° După 15-30 minute amidonul nemodificat devine opac Testul pozitiv se traduce prin apariția unei zone clare în jurul striului de cultură sau sub acesta când este raclat cu ansa • însămânțează tulpina de testat în striu pe suprafața unei plăci cu agar-lapte Examinează creșterea după 7 și 14 zile Clarificarea caseinei în jurul și sub striul de creștere indică un test pozitiv Testele fenotipice rămân cel mai larg utilizate pentru identificarea bacililor gram-pozitivi care endosporulează aerob Avem la dispoziție galeriile API 20E și 50CHB (ЫоМёгіеих, Marcy TEtoile, France) care în 24 ore diferențiază prezumtiv В anthracis de celelalte patotipuri de B cereus Baze de date actualizate în raport cu dinamica taxonomiei oferă pentru identificare sistemele Vitek (ЫоМёгіеих) și Biolog (Biolog Inc , Hayward, California, USA) Identificarea chemotaxonomică definește acurat unitățile taxonomice ale acestui mare grup bacterian, dar impune dotări accesibile unui număr redus de laboratoare Bioterorismul a impus o nouă generație de teste pentru identificarea rapidă și sensibilă de B anthracis în cursul atacurilor din 2001 în U S A, cele mai bune rezultate le-au dat: • Testele de biologie moleculară, în speță analiza PCR în timp real și sondele ADN marcate fluorescent care depistează rapid și cu mare sensibilitate gene specifice B anthracis (pentru capsulă, pentru antigenul protector, spori): e g , au detectat în interval de 1 oră un singur spor în 100 L de aer 665 • Testele imunoenzimatice pentru depistarea factorilor toxinei cărbunoase (protector, letal sau edematogen) Marcheri epidemiologici Capacitate discriminatorie și reproductibilitate acceptate au serotipurile H pentru B cereus, B thuringiensis și B sphaericus 30 3 9 Sensibilitatea la antibiotice B anthracis este sensibil la penicilină; majoritatea tulpinilor sunt de asemenea sensibile Ia: eritromicină, gentamicină, fluorochinolone, tetraciclină, cloramfenicol; și rezistente la cefalosporine (Reva ,1995) Celelate specii ale genului Bacillus produc p-lactamaze care hidrolizează penicilina, ampicilina, cefalosporinele Sunt rezistente și la sulfametoxazol-trimetoprim Tulpinile de B cereus și B thuringiensis sunt frecvent sensibile la eritromicină, clindamicină aminoglicozide, cloramfenicol și vancomicină Forsyth și Logan (2000) au izolat în Antarctica o tulpină de B thuringiensis sensibilă la penicilină, iar Reva (1995) a semnalat eșec terapeutic la vancomicină Ligozzi et al (1998) a izolat o tulpină de B circulans rezistentă la vancomicină B licheniformis este natural rezistent la macrolide (Doherty et al, 1981) Gentamicina a fost eficientă în bacteriemiile/septicemiile cu B licheniformis și B subtilis BIBLIOGRAFIE CLAUS, D„ BERKELEY R C W 1986: Genus Bacillus In P:H:A:Sneath, N S Mair M E Sharpe et al (eds) Bergey's Manual os Systematic bacteriolog, 9Ih, Williams and Wilkins Băltimore voi 2 pp 1105-1139 DOCHERTY, A , G GRANDI et al (1981): Naturally occuring macrolide-lincosamide-strptrogramin В resistance in Bacillus licheniformis J Bacteriol 145: 129-137 FORSYTH G and N A LOGAN (2000): Isolation of Bacillus thuringiensis from nothern Victoria Land Antarctica Lett Appl Microbiol 30:263-266 LOGAN, N A 2005: Bacillus anthracis, Bacillus cereus and other aerobic endospore forming bacteria In Borello, S P , Murray, P R , Funke, G (eds) Topley and Wilson's Microbiology and Microbial Infections, 10th, voi 2, Hodder Arnold, London, pp 922-952 LIGOZZI, M , G L CASCIO and R FONTANA (1998): van A gene cluster in a vancomycin resistant clinical isolate of Bacillus circulans Antimicrob Agents Chemother 42:2055-2059 NETTEN, P van, J M KRAMER (1992): Media for the detection and enumeration of Bacillus cereus in foods: areview Bit J Food Microbiol 17:85 ROSOWITZ M J , M I VOSKUIL, G H CHAMBLIS (1998): Bacillus In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 9{h edn Arnold London, voi 2, pp 709-729 TURNBULL, P C B , J M KRAMER (1995): Bacillus In P R, Murray, E J Baron, M A Pfaller et al (eds) Manual of Clinical Microbiology, 6 ,h edn, A S M Press, Washington D C , pp 349-356 TURNBULL, P C B , R BOHM, H G B CHIZIUKA et al (1993): Guidelines for the surveillance and control of anthrax in hurnans and animals WHO/Yoon 93 170, Wrld Hlth Org, Geneva TURNBULL, P C B„ J M KRAMER, J MELING (1990): Bacillus In M T Parker, BJ Duerden (eds) Topley and Wilson’s Principles of Bacteriology, Virology and Immunity, 8’!!edn, Arnold London pp 187-210 REVA, O N V A VYUNITSKAYA, S R RESNICK et al (1995): Antibiotic susceptibility as a taxonomic characterization of the genus Bacillus Bit J Syst Bacteriol 45:409-411 666 30 4 IDENTIFICAREA LACTOBACILIOR ( DUMITRU BUIUC, CARMEN PÂNZARU) 30 4 1 Minidefiniție Lactobacilii sunt bacili gram-pozitivi, nesporulați, obișnuit imobili Drepți sau încuibați, cu laturile paralele, cu grosimea și lungimea variabile până la polimorfism, uneori filamentoși Nu sunt ramificați, nici măciucați sau bifîzi Oxidazo- și catalazo-negativi Creșterea le este stimulată în condiții anaerobe sau microaerofile și în prezența СО, Acidofili, cultivă bine la pH 5,0-6,0 Atacă zaharurile fennentativ 30 4 2 Considerații taxonomice în prezent sunt recunoscute 76 specii de Lactobacillus Secvențierea ARNr 16S a arătat interpătrunderi filogenetice ale lactobacililor, în ciuda diferențelor morfologice, cu Leuconostoc și Pediococcus, a impus reclasificarea unor specii în genul Clostridium și transferul speciilor „L и/z” și „L rimae” în noul gen Atopobium Filogenetic sunt conturate 3 grupe de specii: (1) Obligat homofermentative care includ L acidophilus, L delbrueckii ș a (2) Facultativ heterofermentative, care includ majoritatea speciilor de Lactobacillus și 5 specii de Pediococcus (3) Obligat heterofermentative, strâns înrudite cu leuconostocii 30 4 3 Habitat și implicații în patologie Speciile de Lactobacillus sunt frecvente în medii cu conținut bogat în carbohidrați fermentabili: vegetale însilozate, alimente (lapte și derivate, băuturi fermentate), în unele cu rol benefic pentru preparea acestor furaje sau alimente, în altele ca agenți de degradare Sunt larg reprezentate în microbiota indigenă a mucoaselor la om și animale Omul găzduiește: • în gură: L acidophilus, L casei, L fermentam, L salivarius • In intestin: L acidophilus, L fermentum, L reuteri, L salivarius • în vagin: L acidophilus, L casei, L cellobiosus, L fermentum, L jensenii Lactobacilii microbiotei indigene sunt uneori desemnați prin denumiri comune pe care nu le recomandăm: bacili Doderlein, pentru tulpinile vaginale, bacilul Boos-Oppler, pentru tulpinile din stomacul pacienților cu carcinom gastric etc Izolatele de Lactobacillus trebuie exigent apreciate sub raportul semnificației clinice Speciile de Lactobacillus au fost ocazional argumentate drept cauză a unor bacteriemii, endocardite, pneumonii, pleurezii purulente, meningite sau infecții ale tractusului urinar Argumentarea semnificației clinice și identificarea corectă sunt necesare dată fiind rezistența acestor bacterii la vancomicină versus sensibilitatea la penicilină, gentamicină și alte antibiotice uzuale 667 30 4 4 Caractere de cultivare Necesitățile nutritive complexe ale lactobacililor sunt asigurate de medii care conții: extract de came și de levură, peptonă și carbohidrați fermentabili Creșterea le este stimulată prin suplimentarea mediilor cu suc de tomate, esteri ai acidului oleic, actetat dar mai ales Tween 80 Mediul de elecție pentru izolarea din prelevate în care lactobacilii predomină este mediul MRS (Man, Rogosa, Sharpe) cu pH 6,2-6,4 Pentru izolări din prelevate contaminate este indicat mediul SL, selectiv prin acetat și pH-ul de 5,4 La pH-ul oferit de aceste medii cresc numai lactobacilii, iar dintre contaminant! doar levuri și puține alte bacterii (leuconostoci, enterococi, bifidobacterii, pediococi) Suplimentarea mediului SL cu cicloheximidă previne dezvoltarea levurilor Dat fiind caracterul microaerofil, incubarea culturilor trebuie făcută fie în borcan cu 90% N^ sau Нэ plus 10% CO,5 fie în borcan anaerob Speciile intestinale impur incubarea anaerobă pe mediu suplimentat cu 0,05% cisteină (greutate/volum) și epuizarea probelor pe plăci prereduse peste noapte Temperatura optimă de incubare este de 37°C pentru speciile comensale umane și animale sau 28-30°C pentru cele saprofite din alimente în aceste condiții după 48-72 ore lactobacilii formează colonii de 1-3 mm, rotunde, convexe, albe, rar gălbui sau roșii Pe agar-sânge la pH 7,0 lactobacilii cultivă sărac, lent, cu colonii mici alb-cenușii frecvent rugoase Coloniile deZ acidophilus sunt a-hemolitice Pe alte medii de izolare Mac Conkey etc , nu cresc Tulbură omogen mediile lichide în faza logaritmică a creșterii, dar cultura sedimentează o dată cu intrarea în faza staționară Sedimentul este omogen, rar granulos sau mucos Nu formează peliculă 30 4 5 Caractere microscopice Lactobacilii sunt bacili în general mari, gram-pozitivi, cu tendință de a deveni gram-negativi în culturi bătrâne Sunt nesporulați și imobili; excepțional sunt observate tulpini mobile Frecvent se dispun în lanțuri buclate sau torsionate L casei apare ca bacili cu capete retezate, dispuși în lanțuri cu lungimi variate, iar L plantarum variază de la forme cocoide până la scurte filamente 30 4 6 Teste preliminare în afară de exigențele nutritive și de pH, lactobacilii pot fi diferențiați de bacterii cu morfologie asemănătoare printr-o serie de teste: caracterul anaerob sau microaerofil diferențiază lactobacilii de Kurthia spp (strict aerobe); absența catalazei de Listeria, Kurthia, Corynebacterium (genuri catalazo-pozitive); absența oxidazei de Bacillus spp (oxidazo-pozitive); lipsa mobilității de Listeria spp (mobile la 25°C) și Kurthia spp (mobile) Pentru identificarea L acidophilus principala specie cu interes clinic, recomandăm următoarele teste preliminare: stimularea creșterii prin zaharoză, rezistenta la sulfamidă 668 și sensibilitatea la penicilină însămânțează în striuri dense pe o placă cu agar-sânge Tulpina de identificat Plasează pe aria însămnțată: (i) o rondelă cu sulfamidă pentru antibiogramă după imersarea în soluție saturată de zaharoză; (ii) o rondelă cu 5 UI penicilină G Lactobacillus acidophilus cultivă mai abundent înjurai rondelei cu sulfamidă și zaharoză și nu cultivă în jurul celei cu penicilină 30 4 7 Teste definitive Indicate pentru identificarea speciilor de Lactobacillus cu semnificație clinică sunt următoarele teste: creșterea la 15 și 45°C, creșterea la concentrația de 4% NaCl, hidroliza argininei și fermentarea carbohidraților (tabelul 30-10) Mediul de bază indicat pentru aceste teste este bulionul MRS cu precizarea că la testările pentru fermentarea Tabelul 30-9 Caractere diferențiale ale speciilor de Lactobacillus din microbiota indigenă a omului Creștere Acid din: Specia2 O o eS U O o 1 în 4% NaCl C >05 E E Z « Lactoză 1 Manitol 1 Salicilină Sorbitol Zaharoză >03 X L acidophilus - 4- - - 4- - 4- - 4- - L crispatus - 4- - - 4- - 4- - 4- - L glas seri b'c - 4- - - v - 4- - 4- - L hensenii - 4- + - V 4- - 4- - L salivarius - 4- - 4- 4- V - 4- - L caseic 4- - 4- - V 4- 4- 4- 4- - L plantarum 4- - 4- - 4- 4- 4- 4- + V L brevis 4- - 4- 4- V - - - V V L buchneri 4- - 4- V - - - V V L fermentum - 4- 4- 4- 4- - - - 4- V L“cellobiosus” V 4- - ' V a Simboluri: 4- = > 90% din tulpini pozitive; v = 11-89% din tulpini pozitive; - = > 90% din tulpini negative; spațiile goale indică rezultate necomunicate sau nesemnificative b Specii care nu pot fi diferențiate de L acidophilus prin caracterele fenotipice c Specii îsolate ocazional cu semnificație clinică d Considerată biovar al L fermentam: identificarea de certitudine aparține laboratoarelor de referință carbohidraților trebuie excluse din compoziția mediului extractul de came și glucoza, iar ca indicator de pH folosit roșu clorofenol în concentrație de 0 05% (greutate/volum) Aceste identificări sunt de competența laboratoarelor specializate Pentru acuratețea identificării este recomandată utilizarea următoarelor metode: gaz-lichid cromatografie, PCR, secvențierea ARNr 16S (Baele și Woo, 2002) 669 30 4 8 Sensibilitatea la antibiotice Lactobacilii sunt sensibili la penicilină, ampicilină, cefalosporine și clindamicină; numai unele tulpini la gentamicină, tobramicină, cloramfenicol și rezistenți la fluoro-chinolone, sulfametoxazol-trimetoprim Unele tulpini sunt tolerante la penicilină și cefalosporine Terapia de elecție în infecțiile severe (e g , endocardită) este asocierea penicilină/ ampicilină cu gentamicină sau streptomicină (Bayer AS, 1978) La pacienții sensibilizați la penicilină alternativa terapeutică este imipenemul sau macrolidele Cefalosporinele și vancomicină nu pot fi alternative pentru penicilină/ampicilină Tulpinile rezistente la penicilină și ampicilină sunt rezistente și la cefalosporine (e g , cefalotin, ceftazidim, cefuroxim, cefotaxim) și cefamicine (e g , cefoxitin) L casei, L plantarum, L rhamnosus sunt natural rezistente la vancomicină și teicoplanină BIBLIOGRAFIE KANDLER, O , WEISS,N , 1986: GenulLactobacillus In RH A Sneath, N S Mair, M E sharpe et al (eds ) Bergey’ s Manual of Systematic Bacteriology, 9thedn, Williams and Wilkins Baltimore, voi 2 pp 1209-1234 KILIAN, M , 2005: Streptococcus and Lactobacillus In Borello, S P , Murray, R R , Funke G (eds) Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 10thedn, voi 2, Hodder Arnold London, pp 863-861 COLMAN, G (1990): Streptococcus and Lactobacillus In M T Parker, B I Duerden (eds) Topley and Wilson’ Priniciples of Bacteriology, Virology and Immunity, 8lhedn, Arnold, London pp 148-159 BAELE, M M VANEECHOUTTE, R VERHELST, (2002): Identification of Lactobacillus species using WNA-PCR J Microbiol Meth 50:263-271 WOO, P C Y , A M Y FUNG, S K P LAU (2002): Identification by 16s rRNA secquencing of Lactobacillus salivarius bacteriemie cholecystistis J Clin Microbiol 40:265-267 BAYER, A S , A V CHOW, D GUZE (1978): Lactobacillemie: report of nine cases: important clinical and therapeutic considerations Am J Med 64:808-813 30 5 IDENTIFICAREA BACTERIILOR NOCARDIFORME (CARMEN PÂNZARU) Bacteriile nocardiforme sunt actinomicete aerobe cu aspect filamentos ramificat care se reproduc fie prin fragmentarea hifelor, fie prin formare de conidii O asemenea grupare, taxonomic artificială, apare justificată numai de ușurința cu care morfologia și afinitățile tinctoriale orientează identificarea acestor bacterii Chemotaxonomic, între bacteriile nocardiforme o grupare supragenerică se particularizează prin prezența în peretele bacterian a arabinozei și galatozei asociate unor acizi micolici Lungimea catenei carbonate și complexitatea moleculară a acizilor micolici condiționează acido-rezistența genurilor reunite La o extremitate se plasează genul Mycobacterium căruia acizi micolici cu 60-90 atomi de carbon și cea mai complexă moleculă îi conferă acido-rezistență puternică, iar la cealată genul Corynebacterium practic neacido-rezistent pentru că are cei mai simpli acizi micolici cu numai 22-38 atomi de carbon între aceste extreme se înscriu genurile slab acido-rezistente: Nocardia, Rhodococcus, Gordonia, Tsukamurella 670 Alte bacterii nocardiforme cu pereți diferit structurați de ai primului grup, lipsiți de acizi micolici, sunt Actinomadura, Nocardiopsis, Streptomyces, și Dermaîophilus Câteva genuri ale acestui grup neimplicate în infecții umane, ci semnalate doar în sensibilizări după inhalrea sporilor (e g Saccharomonosporoa, Saccharopolyspora) nu ne vor reține atenția 30 5A GENUL NOCARDIA 3O 5A 1 Minidefiniție Nocardiile formează hife vegetative cu diametrul de 0,5-1,2 pm, extensiv ramificate, care cresc pe suprafața și în profunzimea mediilor agarizate Hife aeriene apar spontan, dar uzual sunt vizibile numai microscopic Hifele vegetative se fragmentează frecvent în forme bacilare sau cocoide atât in situ, cât și, mai ales, prin manipulările implicate de efectuarea frotiurilor Hifele aeriene poartă ocazional lanțuri de conidii mai mult sau mai puțin individualizate și cu lungimi variate Sunt imobile, gram-variabile și pot fi slab acido-rezistente Cresc aerob, produc catalază și atacă zaharurile oxidativ 30 5A 2 Considerații taxonomice Identificarea fenotipică a nocardiilor este laborioasă din cauza numărului redus de teste disponibile comercial Caracterele chemotaxonomice, identificarea moleculară și analiza spectrului de sensibilitate la antibiotice au deschis un orizont mai larg spre clasificarea naturală a acestor organisme, dar le-a modificat profund taxonomia Dintre speciile de Nocardia anterior recunoscute numai N otitidiscaviarum este omogenă și a rămas ca atare Parte dintre tulpinile de N brasiliensis au fost clasificate c&N pseudobrasiliensis Nocardia asteroides s-a dovedit o grupare heterogenă („Nocardia asteroides”) Grupe diferite de tulpini pe care le reunea au căpătat rang de specii: N abscessus (antibiovar I), N cyriacigeorgica (antibiovar VI), N farcinica (antibiovar V), N nova (antibiovar III) Tulpini din antibiovarul IV au fost transferate în noua specie N transvalensis Antibiovarul II și restul tulpinilor din antibiovarul IV, ca și tulpina tip de N asreroides ATCC 19247 s-au dovedit suficient de diferite prin secvențierea ADNr 16S încât vor constitui probabil alte noi specii Specii nou izolate și caracterizate sunt: V brevicatena (complex format din 3 grupe neomogene de tulpini, posibile alte noi specii), N paucivorans^ N africana, N veterana, N vaccinii strâns înrudite cu A nova fără a-și pierde însă identitatea taxonomică 30 5 A 3 Habitat și implicații în patologie Nocardiile sunt organisme saprofite prezente în solurile riverane, în solurile cultivate, în vegetalele proaspete sau în descompunere, în pulberi , în apele dulci sau marine Studii mai aprofundate ale prezenței lor în asemenea habitate indică diferențe regionale Ocazional contaminează tranzitoriu pielea omului și animalelor 671 Din cele peste 31 specii de Nocardia cunoscute în prezent, doar 13 au potențial patogen pentru om: N abscessus, N africana, N, brasiliensis, N brevicatena, N carnea, N cyriacigeorgica, N farcinica, N nova, N otitidiscaviarum, N paucivorans, N pseudobrasiliensis, N transvalensis și N veterana Unele specii au fost rar izolate din infecții: eg , N brevicatena, N carnea, N paucivorans, N veterana sau numai în zone tropicale: e g , N africana Mutațiile taxonomice recente, în particular partajul tulpinilor de N asteroides ori N brasiliensis spre noile specii, fac dificilă aprecierea precisă a morbidității prin diferitele specii actuale de Nocardia Dar este evidentă creșterea frecvenței nocardiozelor la care contribuie mai mulți factori: frecvența condițiilor debilitante favorizează nocardioza ca o complicație (hemopatii maligne și alte neoplasme, terapii imunodepresive sau imunosupresive, SIDA), intervenții chirurgicale agresive Nu pe ultimul loc trebuie avută în vedere și ameliorarea diagnosticului etiologic In raport cu poarta de intrare a infecției putem deosebi: (1) Nocardioza pulmonară este ocazional generatoare a unor diseminări sistemice cu afectarea creierului, sistemului musculo-scheletal, cordului, măduvei spinării, perito-neului, ficatului ș a (2) Nocardioza cutanată și comeană (3) Nocardioza subcutanată, inclusiv actinomicetoame sau limfadenite Mai frecvent implicate în infecții din zone temperate sunt: ,A- asteroides", N farcinica, N nova, izolările de N brasiliensis, N otitidiscaviarum sau N transvalensis fiind rare (4) Mult timp considerate doar ca infecții comunitare sporadice, astăzi este recunoscut caracterul transmisibil al nocardiozelor și au fost identificate mici izbucniri epidemice nosocomiale în secțiile de transplant renal ori hepatic, ca și infecții postoperatorii aerogene (cutanate sau osoase) în serviciile de chirurgie cardiacă și vasculară Nocardiozele primar pulmonare cu diseminări sistemice sunt cele mai frecvente Nocardia farcinica este implicată în 50% din cazuri N brasiliensis deși ocupă locul secund este mai virulentă: 60% din izolatele invazive provin de la pacienți imuno-competenți și numai 28% de la imunocompromiși Specii semnificativ implicate mai sunt A cyriacigeorgica (frecvența ar putea fi chiar considerabilă, dar numărul tulpinilor anterior clasificate ca „A asteroides” rămâne necunoscut) Rar implicate încă sunt: N abscessus, N africana (doar 8 izolate din spută exclusiv în Africa), N transvalensis, N nova, N otitidiscaviarum, N paucivorans, N psedoubrasiliensis, N veterana Nocardiozele cutanate Sunt încă subdiagnosticate Poartă de intrare uzuală sunt plăgile contaminate cu pământ, dar ocazional au apărut și după zgârieturi de pisică ori înțepături de insecte Speciile implicate sunt 3 (în ordibnea frecvenței): N otitidiscaviarum, N farcinica și N brasiliensis Evoluează cronic funcție de gravitatea leziunii la poarta de intrare, pot evolua cu limfadenite, abcese, osteomielite Infecții corneene Complică mai frecvent traumatismele, inclusiv cele cauzate prin lentile de contact spălate cu apă contaminată Specii de Nocardia izolate din keratite între 1991-1996 au fost: „A asteroides” (15 cazuri; nu mai poate fi stabilită afilierea tulpinilor) și N otitidiscaviarum (1 caz) Au mai fost implicate: N nova, N transvalensis 672 Actinomicetoame* Nocardia brasiliensis este cea mai comună cauză a micetoamelor actinomicotice: 94% din cazuri în Mexic, 13 din 16 cazuri la Sao Paolo în Brazilia Din cele 197 micetoame actinomicotice înregistrate între 1981-2000 la Școala de Medicină Tropicală din Calcutta, 78 au fost determinate de N brasiliensis, 38 de N otitidiscaviaruni, 52 de ,JV asteroides”, 23 de Actinomadura spp și 9 de Streptomyces spp Nocardiozele nosomomiale Specia mai frecvent implicată este N farcinica ocazional N nova, N otitidiscaviarum Infecții survin în secții de chirurgie cardiacă, transplant renal, hematologie Anchetele epidemiologice au incriminat: contaminarea aerogenă a plăgilor cu pulberi provenite de la un șantier vecin, colonizare de cateter intravenos, anestezist purtător de N farcinica (izolarea tulpinii inclusiv de la domiciliu), pacienți purtători 30 5A 4 Obținerea culturii pure Deși nocardiile cresc pe mediile uzuale cu o bază nutritivă de calitate ca infuzie de cord, infuzia cord-creier, agar Sabouraud glucozat ș a , izolarea lor din prelevate patologice poate întâmpina dificultăți din motivele enumerate mai jos: (1) Refrigerarea prelevatelor patologice mai ales cu gheață afectează viabilitatea unor tulpini de Nocardia (2) Unele specii cresc optim la 37°C, altele la 28-30°C, deci este precaută însămâțarea probelor în 2 seturi de mediu pentru incubare în regim diferențiat (3) în țesuturi nocardiile suferă alterări structurale și funcținale (e g , apariția de fonne L) Pot fi vizibile în microscopia directă, cu caracterele morfotinctoriale cunoscute, dar izolarea este imposibilă sau întârzie pînă când microorganismul se adaptează la mediul de cultură oferit De aceea culturile incubate la 37°C trebuie urmărite 14 zile (21 zile când sunt însămâțate țesuturi), iar cele incubate la 28-30°C timp de 21 zile (4) Invadarea mediului de izolare prin contaminanți din prelevatul examinat (în special sputa) Metodele de decontaminare chimică și fluidifierea sputei nu sunt adecvate pentru că multe tulpini de Nocardia sunt omorâte la concentrația de 0,5% N-acetil-L-cisteină ori prin metodele uzuale de decontaminare recomandate pentru micobaterii Rezultate bune dau mediile selective cum sunt: agarul DST Oxoid {Diagnostic Sensitivity Test Agar) suplimentat cu o tetraciclină (e g , metilclortetraciclină 5 pg/mL) și un antifungic (e g , amfotericină В 2 pg/mL); agarul BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract) Oxoid sau Merck suplimentat cu anisomicină 80 pg/mL, polimixună В 80 UI/mL, și vancomicină 1 pg/mL; agar Sabouraud glucozat suplimentat cu cloramfenicol 50 pg/mL Rezultate bune dă și un mediu selectiv care oferă ca unică sursă de carbon parafina, folosită exclusiv de nocardii, rhodococi și unele micobacterii (MISHRA SK , et al 1973: Observations on paraffin baiting as a laboratory diagnostic procedure in nocardiosis Mycopathol Mycol Appl , 51, 147-157) Pentru izolări din prelevate necomtaminate sau cu contaminare nesemnificativă indicat este agarul-sânge sau agarul-șocolat pe bază de infuzie cord ori cord-creier Hemoculturile pot fi făcute pe mediul difazic sau medii pentru sisteme automate de urmărire Cu subcultivarea terminală deoarece cultivarea nocardiilor nu este detectată de sensorii sistemelor automate 673 30 5А 5 Caractere de cultivare Pe agar-sânge după 48 ore de incubare aerobă la 37°C coloniile de Nocardia sunt mici, uneori înconjurate cu o discretă zonă de a-hemoliză, indistincte de cele ale altor izolate din spută După alte 3-7 zile de incubare coloniile devin aderente prin încastrarea marginilor în mediu, ca urmare a dezvoltării de hife submerse, cresc în voi um pot fi netede sau granulare, neregulate și încrețite Consistența lor variază de la cretoasă și sfârâmicoasă la pieloasă, crustoasă Nocardiile produc pigmenți carotenoizi care colorează coloniile variat în galben-, portocaliu sau roz până la roșu Ocazional produc pigmenți difuzibili gălbui până la brun Frecvent coloniile de N brasiliensis și N otitidiscaviarum dar rar ale altor specii, sunt Ș-hemolitice Izolate ale unor specii de Nocardia sunt uneori oc-hemolitice Pe suprafața coloniilor pot să apară hife aeriene uneori rare, alteori abundente încât devin vizibile cu ochiul liber Cultivate în bulion, nocardiile lasă mediu clar, formează depozit membranos sau vâscos și peliculă superficială groasă, uscată, solzoasă ori pieloasă, pigmentată pe care se dezvoltă hife aeriene ce se extind pe pereții tubului Mai rar mediul prezintă ușoară turbiditate granulară Uneori creșterea începe de la fundul tubului ca un depozit pufos 30 5A 6 Caractere microscopice Nocardiile apar sub formă de filamente subțiri, cu diametrul de 0,5-1,2 pm, gram-variabile, care se colorează neregulat, de unde aspectul lor moniliform, și se fragmentează ușor în elemente bacilare și cocoide polimorfe Sunt slab acido-rezistente în prelevatele patologice hifele nocardiilor se întrețes într-un miceliu lax, iar caracterul acido-rezistent este mai evident decât în culturi Atât hifele vegetative, cât și cele aeriene pot purta lanțuri scurte de conidii mai evidente la N brevicatena 30 5A 7 Teste preliminare Diferențierea prezumtivă între Nocardia și genurile înrudite o fac: caracterele de cultivare, microscopice, sensibilitatea la lizozim și testul de oxidare/fermentare (tabelul 30-11) Creșterea facultativ anaerobă orientează identificarea către Oerskovia și Dermatophilus Date privind caracterele morfotinctoriale obținem prin microscopia directă a prelevatelor și prin microscopia culturilor • Microscopia directă Preparatul umed intre lamă și lamelă Este indicat atât pentru granulele suspecte din puroi, cât și pentru probele de puroi fluid-omogen, de spută, spălătură bronșică etc Examinează preparatul cu lumina corespunzător diafragmată sau, mai bine în cotrast de fază Urmărește prezența filamentelor ramificate cu diametrul ~ 1 pm Preparatul umed este mai sensibil decât preparatele colorate pentru depistarea hifelor de Nocardia doarece evită manipulările de etalare a frotiului, care determină fragmentări 674 Tabelul 30-10 Caractere diferențiale prezumtive ale genurilor nocardiforme de interes medical Caracterea “g g § g ■2 £ Tsukamurella 4: Miceliu aerian, producere de +b - - + +b 4- +b d Fragmentare marcată a miceliului în culturi bătrâne d + e +' - - + |±: Conidii, formare de +b - - - + 4- Miceliu fragmentat în elemente mobile - - - - - 4- Acidorezistență în colorație modificată 4- -ri +b - - - - Acizi micolici + 4- + + - - - - Creștere facultativ anaerobă - - - - - - - 4- Oxidare/Fermentare O O O o O O O O/F Sensibilitate la lizozim R Rb s R s s s S Urează 4- +b + + +n - 4- 4 - Simboluri: 4- = > 90% din tulpini pozitive; d = 11-89% din tulpini pozitive; - - > 90%- din tulpini negative: O = oxidare; F = fermentare; R = rezistent; S = sensibil 3 Caracter absent la unele tulpini ; Obișnuit sărac “Produs numai în atmosferă cu 10% СО, eNu formează miceliu Miceliu adevărat nu este format, ci doar în culturi foarte tinere, înlănțuiri celulare pseudomiceliene Pentru colorare folosește după caz, amprente tisulare ori frotiuri din puroi efectuate extemporaneu cu tamponul prin rulare cu stoarcere pe lamă și retragere progresivă Comparativ, etalarea brutală cu ansa fragmentează hifele în forme cocoide și bacilare dificil de diferențiat de organismele corineforme sau poate fi chiar cauză de reultate fals negative Colorația Gram relevă caracterele precizate la 30 5A 6 Diferențierea de Actinomyces nu este posibilă în acest stadiu Colorația Kinyoun modificată Nocardiile sunt acido-rezistente Numai unele tulpini de Rhodococcus, Gordonia ori Tsukamurella sunt slab acido-rezistente • Microscopia culturilor o facem pe preparat umed sau pe frotiuri colorate Gram și Kinyoun modificat în culturile uzuale acido-rezistența este frecvent pierdută Este mai bine prezervată pe agar Middlebrook 7H10 și poate fi stimulată prin incubarea culturii până la o lună pe medii bogate în proteine cum este laptele cu bromcrezolpurpur (vezi Capitolul 41: prepararea laptelui tumesolat; procedează la fel dar înlocuiește turnesolul cu 10 mL soluție 0,2% bromcrezolpurpur pentru 1000 mL lapte ecremat) Hifele speciilor acido-rezistente tind să se fragmenteze în forme bacilare și cocobacilare Speciile de Streptomyces, Actinomadura și Nocardiopsis nu au această tendință Pentru a diferenția fragmentarea spontană de ruperea miceliului prin manipulare este mai precisă microscopia in situ a culturii pe lamă 675 Cultura pe lamă Topește un tub cu agar extract de malț, diluează mediul cu un volum egal de apă distilată și răcește la 45 °C Aspiră într-o pipetă Pasteur ~ ImL mediu, apoi o picătură din suspensia diluată a organismului de testat Toarnă amestecul pe suprafața unei lame de microscop sterilă, plasată în cameră umedă și incubează la 37°C Examinează zilnic la microscop cu obiectiv uscat până când se observă miceliu Urmărește apariția conidiilor ca spoturi pulverulente pe suprafața mediului Un miceliu gram-pozitiv moniliform, parțial acido-rezistent, cu fragmentare spontană, eventual cu înlănțuri de conidii în hifele aeriene poate fi identificat prezumtiv ca Nocardia Un miceliu gram-pozitiv, neacido-rezistent, puternic ramificat, nefragmentat, cu lanțuri de conidii în hifele aerine sugerează Streptomyces, Actinomadura sau Nocardiopsis Sensibilitatea la lizozim însămânțează izolatul într-un bulion nutritiv convenabil care conține 0,05% lizozim (Solvă 20 mg lizozim în 2 mL de etanol 50° și adaugă 0,05 mL din această soluție la 2 mL bulion infuzie cord sau cord-creier pH 6,8) incubează la 37°C și urmărește creșterea Nocardia și Tsukamurella sunt rezistente la lizozim Unele specii sau tulpini de Rhodococcus pot fi sensibile Restul organismelor nocardiforme sunt sensibile 30 5A 8 Teste definitive Testele cheie în diferențierea nocardiilor sunt prezentate în tabelul 30-13 : • producerea arilsulfatazei la 14 zile, prezentă la N nova; • Hidroliza cazeinei, tirozinei (pozitivă pentru N brasiliensis, N pseudobrasiliensis) și xantinei (pozitivă pentru N otitidiscaviarum); • Utilizarea acetamidei (N farcinica); • Opacifierea agarului Middlebrook (A farcinica); • Pattem-ul asimilării carbohidraților stabilit prin utilizarea Api20C AUX (bio-Meriuex, Hazelwood, MO): N brasiliensis, N pseudobrasiliensis nu asimilează adonitolul; N abscessus, N cyriacigeorgica asimilează glucoza, glicina și majoritatea tulpinilor N-acetilglucozamina respectiv trehaloza; N otitidiscaviarum glucoza, glicina, N-acetilglucozamina și inozitolul; N nova numai glucoza; N farcinica asimilează glucoza și în proporții variate unele tulpini glicina și galactoza • Spectrul de sensibilitate la antibiotice (amikacină, cefotaximă, ceftriaxonă, ciprofloxacină, eritromicină, gentamicină, imipenem): sensibilitatea la ciprofloxacină diferențiază N pseudobrasiliensis de N brasiliensis, iar cea la imipenem N cyriacigeorgica de N abscessus Testele menționate realizează o bună identificare, în majoritatea cazurilor, a speciilor de Nocardia izolate în laboratorul clinic de microbiologic cu excepția N cyriacigeorgica în cazul identificărilor incerte, tulpina trebuie trimisă laboratorului de referință pentru teste chemotaxonomice (cromatografie, analiza menaquinonelor ș a ) și moleculare (REA, restriction endonuclease assay) Laurent (1999) și Cloud (2004) propun utilizarea secvențierii ARNrlâS atât pentru identificarea, cât și pentru detecția direct în prelevat a speciilor de Nocardia 676 30 5A 9 Sensibilitatea la antibiotice Cunoașterea sensibilității la antibiotice a acestor bacterii este utilă taxonomiștilor, microbiologilor (cheie în identificare), clinicienilor (indicație terapeutică) Nocardiile sunt sensibile la aminoglicozide, tetracicline, sulfonamide Cefalo-sporinele, penicilinele și glicopeptidele sunt mai puțin eficace Rezistența la Nocardia este mediată prin producerea de P-lactamaze inhibate de acidul clavulanic ceea ce sugerează că, asocierea amoxicilină cu acid clavulanic ar putea fi utilă în terapie Dar, Steingrube (1991) comunică, selecția unei mutante rezistente la acid clavulanic, la un pacient, după terapie cu amoxicilină/acid clavulanic pentru infecția cu N brasiliensis Enzimele prezente la N farcinica sunt omogene și distincte de 3-lactamazele altor specii Prin contrast N brasiliensis produce o diversitate de P-lactamaze Testarea sensibilității la antibiotice pentru nocardii este recent introdusă în laboratorul de microbiologie clinică și efectuată conform standardului NCCLS M-24/2003 Este deosebit de utilă deciziei terapeutice, mai ales, în cazul pacienților sensibilizați la sulfonamide sau cu infecții determinate de N otitidiscaviarum care prezintă sensibilitate variabilă la sulfonamide Testarea la eritromicină, pentru care standardul nu definește punctele de ruptură, poate fi realizată prin metoda Kirby-Bauer modificată de Kiska (2002) Glupczynski (2006) comunică determinarea sensibilității Nocardia spp prin E test față de antibiotice utile in terapia nocardiozelor (vezi tabelul 30-12) Pentru stabilirea pattern-unior de Tabelul 30-12 O cheie pentru diferențierea speciilor de Nocardia de interes medicala b Caracterul Ș ș & 2 § Arilsulfataza la 14 zile - + - - Hidro liza Cazeina - - - 4- - Tirozină - - - 4- 4- - Xantina - - - - - -b Utilizarea acetamidei - V 4- Opacifierea mediului Middlebrook - - -b - - - - Spectru de sensibilitatea la c: Amikacină S S s S R/R Cefotaximă S S Rd S/I Ceftriaxonă s S I/R 5Л Ciprofloxacină R R R I/R s Eritromicină e R R R S Gentamicină S S/I R R/R Imipenem R s s 677 Tabelul 30-12 (continuare Caracterul 3 N cyriacigeorgica (tip VI) î: 3 g Teste de asimilare f Glucozei 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- +/+ Glicina + + W 4- 4- 4- +/+ Gal actoza - - d,w 4- 4- d +/+ N acetilglucozamina d - - 4- 4- 4- -/+ Inozitol - - - 4- 4- 4- Adonitol - - - - - - -/+ Trehaloză - d - 4- d +/+ “ Winn WJr et ai 2006; Conville, PS, 2003 J ClinMicrobiol 40:2050-8; Kiska, DL, 2002, J Clin Microbiol 40:1346-5 l;Yassin , AE 2001, lut J Syst Evol Microbiol 51: 1419-23; Yassin, AF 2000 Ini J Evol Microbiol 50:1487-93 b Simboluri:+ = >90% tulpini pozitive; d = 11-89% din tulpini pozitive; - = > 90%' din tulpini negative; w = slab pozitiv; spații goale = rezultate necomunicate sau nesemnificative c Standardul M24-A/2003; Glupczynski comunică determinarea sensibilității Nocardia spp prin E test față de: amikacină, ciprofloxacină, gentamicină și alte antibiotice utile in terapia nocardiozelor Izolatele clinice sunt rezistente, iar tulpina tip sensibilă sau intermediară e Standardul M24-A,‘'2OO3 nu definește punctele de ruptură pentru eritromicină Poate fi utilizată pentru testare metoda difuzimetrică Kirby-Bauer cu incubare la 35°C conform indicațiilor Kiska DL et a] 2002 Z Clin Microbiol 40: 1346-1351 1 Conform utilizării galeriei API 20C AUX (ЫоМёгіеих Marcy l’Etoile, France) sensibilitate utile în identificare sunt recomandate: amikacină, cefotaximă, ceftriaxonă ciprofloxacină, eritromicină, gentamicină și imipenem Pentru uzul terapeutic testarea include și antibiotice curent utilizate în terapie: doxiciclină, minociclină, sulfametoxazol ampicilină, amoxicilină/acid clavulanic Numai pentru amikacină, minociclină și imipenem sunt studii care au comunicat concordanța cu sensibilitatea in vivo Au fost communicate rezultate ale testărilor in vitro față de gatifoxacină, moxiflo-xacină, tigeciclină Gatifloxacina și moxifloxacina s-au dovedit a fi mai eficiente, in vitro, decât ciprofloxacină, iar tigeciclină decât minociclină în tratamentul nocardiozei, de elecție rămân sulfonamidele (e g , sulfadiazine sulfizoxazol, sulfametoxazol) Asociația sulfametoxazol-trimetoprim a fost utilizată cu success în forma pulmonară și cutanată (Gonzales-Ochoa, 1976, Wallace et al, 1982) și este preferată de majoritatea clinicienilor, deși nu este încă confirmată eficacitatea superioară sulfamidelor Pentru cazurile de eșec la terapia cu această asociație, Lopez (2003) recomandă: doxiciclină, minociclină, ampicilină, amoxicilină/acid clavulanic imipenem sau sulfametoxazol în nocardioza diseminată a fost folosită cu succes și combinația amikacina-ceftriaxona, iar recent linezolidul (Moylett, 2003) 678 BIBLIOGRAFIE LAURENT, F J et al (1999): Rapid identification of clinically relevent Nocardia species to genus level by 16SrRNAgene PCR 7 Clin Microbiol31\ 99-102 CLOUD, J L et al (2004): Evaluation of parțial 16 ribosomal DNA sequencing for identification of Nocardia species by using the MicroSeq 500 system with an expanded database J Clin Microbiol 42: 578-584 SORELL, T C J R IREDELL, D H MITCHEL (2000): Nocardia species In: Mandell G L Bennett J E Dolin R Mandell Douglas and bennett’s Principles and Practice of Infectious Diseases 5’\ NY ChurchilI Livingstone pp 2637-2645 WALLACE, R J et al (1982): Use of trimethoprime-sulfamethoxayole for treatment of infections due to Nocardia Rev Infect Dis 4:315-325 STEINGRUBE, V A et al (1993): Parțial characterization of Nocardia farcinica p-lactamases Antiinicrob Agents Chemother 37:1850-1855 GONZALES-OCHOA, A SANDOVAL-CUELLAR (1976): Different degrees of morbidity in the white mouse, induced by Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides and Nocardia caviae Sabourandia 14:255-259 ' MOYLETT, E H , S E PACHECO et al (2003): Clinical experience with linezolid for the treatment of Nocardia infection Clin Infect Dis 36:313-318 LENNER, P (1996): Nocardiosis Clin Infect Dis 22:891-905 NCCLS M24-A /2003 NCCLS 940 West Valleyroad, Suite 1400, Wyne, Pennsylvania 19087-1898 USA GLUPCZYNSKL Y , C BEHRLN ( 2006): Cetermination of antimicrobial susceptibility patterns of Nocardia spp From clinical specimen by E-test Clin Microbiol Infect 12: 905-912 30 5B GENURILE RHODOCOCCUS, GORDONIA și TSUKAMURELLA (CARMEN PÂNZARU) 3O 5B 1 Minidefînitii Genul Rhodococcus este format din actinomicete aerobe imobile, gram-pozitive și parțial acido-rezistente particularizate printr-un ciclu bacili-coci bine individualizat: forme cocale germinează în bacili care evoluează spre forme filamentoase cu ramificare simplă sau hife extensiv ramificate, iar fragmentarea bacililor, filamentelor ori hifelor dă naștere unei noi generații de coci și scurți bacili Formează miceliu vegetativ foarte ramificat și numai rar hife aeriene Degradează carbohidrații oxidativ, sunt catalazo-pozitive sensibile la lizozim, arilsulfatază negative, non-lipofile și non-proteolitice Conțin acizi micolici cu 34-52 atomi de carbon și o menaquinonă dehidrogrenată cu 8 imități izoprenice, iar proporția G-bC din ADN este de 63-73 mol% Genul Gordonia reunește actiomicetele aerobe, imobile, gram-pozitive până la gram-variabile, parțial acido-rezistente cu aspect de scurți bacili și coci Degradează carbohidrații oxidativ, sunt catalazo-pozitive, sensibile la lizozim și arilsulfatază negative Conțin acizi micolici cu catena mai lungă (48-66 C) și o menaquinonă hidrogenată cu 9 unități izoprenice Proporția G+C din ADN este de 63-69 mol% Genul Tsukamurella este format de actinomicete aerobe imobile, gram-pozitive, parțial până la puternic acido-rezistente Apar ca bacili ușor încurbați care formează ocazional pseudomiceliu, niciodată miceliu adevărat Degradează carbohidrații oxidativ 679 Sunt catalazo-pozitive, rezistente la lizozim și arilsulfatază negative Dintre actinomicetele aerobe au acizii micolici cu catena cea mai lungă (62-68 C) și cu cel puțin 6 duble legături Proporția conținutului G+C din ADN variază între 68-74 mol% 30 5B 2 Considerații taxonomice în prezent genul Rhodococcus, prin transferul a 4 specii în genurile Dietzia Gordonia și Tsukamurella, a rămas un taxon mai omogen cu numai 12 specii valide Gordonia are 8 specii recunoscute, iar Tsukamurella 5 30 5B 3 Habitat și implicații în patologie Rhodococii sunt larg răspândiți în fecalele ierbivorelor și porcilor, în intestinul unor artropode, în sol (în special cel îngrășat cu bălegar) în nămolurile active, în apele de râu, lac sau mare Pot fi zolați și de la om din secrețiile tractusului respirator inferior: uneori ca infectanți, alteori ca organisme de colonizare tranzitorie ori de durată Rhodococii sunt bacterii oportuniste cu potențial patogen redus Determină infecții la gazde compromise: infecții pulmonare, mai ales la pacienții care au contacte cu animalele, infecții după cateterizări venoase prelungite, ocazional infecții postoperatorii Specia mai frecvent implicată în infecții ale animalelor și omului este R equi Determină pneumonii ale mânjilor și limfadenite la bovine La om infecțiile cu R equi se manifeastă ca pneumonii, care în caz de imunodepresie severă (ca la pacienții cu SIDA) evoluează invaziv cu excavări pulmonare, pleurite, bacteriemii și metastaze septice cerebrale, hepatice ori cutanate Infecțiile cutanate sunt mai rare, dar afectează și gazde normo-reactive Forma clinică de micetom a fost descrisă la un pacient cu SIDA Când suprafața infectantă este mare, ca în cazul ulcerelor de gambă, pot evolua bacteriemie Atât R equi cât și alte specii de Rhodococus au fost implicate în bacteriemii la pacienții nutriți timp îndelungat prin cateter intravenos Rar alte specii de Rhodococcus cauzează infecții cutanate (R rhodochrous) ori endoftalmite (R fascians) Speciile de Gordonia sunt izolate din sol și din prelevate patologice de la bolnavi, mai ales spută Gordonia bronchialis și, rar, G rubropertincta au fost demonstrate cauză a unor infecții pulmonare subacute sau cronice asemănătoare tuberculozei Gordonia sputii și G aichiensis au fost izolate din sputa unor pacienți cu bronhopneumopatii cronice fără a li se fi demonstrat convingător semnificația clinică Cateterizarea intravenoasă prelungită a fost semnalată condiție predispozantă pentru infecția cu G terrae iar G bronchialis a determinat o izbucnire nosocomială de infecții stemale după operații pentru șunt arterial coronarian Ocazional G erythropolis a fost implicată în infecții cutanate sau endoftalmite Tsukamurelele habitează solul T, pulmonis, T inehonensis, T tyrosinosolvens și T paurometabola au fost izolate din sputa unor pacienți cu boli pulmonare cronice, uneori cu semnificație clinică documentată, alteori nu Ocazional tsukamurelele au fost izoltate din hemoculturi la pacienți cu sepsis de cateter 680 Principalele probleme în diagnosticul infecțiilor determinate de Rhodococcus Gordonia și Tsukamurella sunt: • Diferențierea acestor organisme parțial acido-rezistente de Nocardia și de Mycobacterium (mai ales speciile cu creștere rapidă): • Argumentarea semnificației clinice a izolatelor din infecții bronhopulmonare 30 5B 4, Caractere de cultivare Rhodococcus, Gordonia și Tsukamurella sunt organisme aerobe care cresc pe mediile uzuale: agar-sânge, agar chocolat, agar-Columbia, agar cu infuzie de cord-creier, agar cu tripticază din soia, agar Sabouraud glucozat Temperatura de incubare pentru speciile cu interes medical este de 30-37°C Culturile apar relativ lent încât trebuie urmărite la interval de 2 zile în prima săptămână și de 3-4 zile în săptămânile 2-3 Pot cultiva pe mediul Lowestein-Jensen Nu cultivă pe nicio variantă de agar Mac Conkey Riscul invadării culturilor prin contaminanții cu creștere rapidă din spută este prevenit prin utilizare de agar infuzier cord-creier cu cloramfenicol (50 jig/mL) și cicoloheximidă (500 pg/mL) sau agar Columbia cu acid nalidixic (20 pg/mL) si colistin (10 pg/mL) Decontaminarea chimică a probelor pentru izolarea micobacteriilor afectează drastic viabilitatea rhodococilor și este, ca atare contraindicată Coloniile de Rhodococcus sunt netede, rugoase sau mucoide, nehemolitice, pigmentate variat în crem, galben, portocaliu sau roșu, dar există și variante nepigmen-togene Unele tulpuini, mai ales de R equi produc abundent substanță capsulară încât cultura se poate scurge spre capacul plăcilor Petri inversate Coloniile de Gordonia sunt rugoase, roze, portocalii până la roșii, uneori cafenii, iar cele de Tsukamurella^ rugoase, uscate, crem până la portocalii Cultivarea pe mediul Lowestein-Jensen favorizează pigmentogeneza acestor bacterii 30 5B 5 Caractere microscopice Uzual speciile de Rhodococcus apar ca bacili gram-pozitivi polimorfi în raport cu stadiul ciclului morfologic: forme cocoide, bacili corineformi dispuși în palisade ori lanțuri; formele mai diferențiate sunt filamentoase cu diferite grade de ramificare Unele tulpini produc discrete hife aeriene sau sinemate (vezi Capitolul 38) vizibile la microscopia culturii Nu produc niciodată conidii sau endospori Gordonia are aspect de bacili corineformi sau coci gram-pozitivi, iar Tsukamurella de bacili gram-pozitivi drepți sau ușor încurbați Colorația Kinyoun modificată evidențiază caracterul parțial acido-rezistent al acestor 3 genuri Tsukamurelele exprimă cel mai bine caracterul, care la unele tulpini poate să ajungă la acido-rezistență francă Cultivarea pe mediul Lowestein-Jensen favorizează manifestarea caracterului acido-rezistent 681 30 5В 6 Teste preliminare Cultivarea relativ lentă, caracterul strict aerob, aspectul coloniilor, caracterele morfotinctoriale, absența mobilității diferențiază aceste 3 genuri de listerii, iar producerea de catalază de lactobacili și Erysipelothrix Hidroliza caseinei, gelatinei, hipoxantinei, xantinei și tirozinei, reducerea nitraților și producerea de urează completează posibilitățile laboratorului clinic de individualizarea genurilor Rhodococcus,Gordonia,Tsukamurella între nocadii și bacteriile nocardiforme (tabelul 30-12) Tabelul 30-12 Profilul fenotipic al unor bacterii nocardiforme cu semnificație medicală3 Genuri/Specii Hidroliza S s Cazeină Gelatină $ o £ Tirozină Xantină Rhodococcus equi - - - - - 4-/- 4- Rhodococcus spp - 4- - -/+ - +/- +/- Gordonia spp - - - - - 4- 4- Tsukamurella spp - 4- 4- - 4- - 4- Streptomyces somaliensis 4- 4- 4- 4- 4- - - Streptomyces griseus 4- - 4- 4- +/- - +/- Actmomadura spp 4- 4- 4- 4- - 4- - Nocardiopsis 4- 4- + 4- +/- +/- +/- aSimboluri: 4-= predominant pozitive; +1- ~ majoritatea pozitive cu unele specii sau tulpini negative; -/4- = majoritatea negative cu unele specii sau tulpini pozitive; - = predominant negative 30 5B 7 Testele definitive Testele definitive de identificare a speciilor de Rhodococcus, Gordonia, Tsukamurella depășesc posibilitățile laboratorului clinic Numai laboratoarele de referință pot efectua aceste identificări care implică investigarea a peste 100 de caractere fenotipice Specia mai frecvent izolată, R equi poate fi confirmată cu un grad satisfăcător de certitudine prin ciclul morfolgic restrâns la evoluța coci-bacili fără filamente ramificate Dispoziția bacililor poate fi în palisade și lanțuri (a nu fi confundate cu filamente) Degradează adenina, folosește ca unică sursă de carbon inozitolul, manitolul, zaharaoza variabil celobioza și manoza dar nu maltoza sau turanoza Deși sistemul comercial Api Coryne (bioMerieux, Marcy l’Etoile, France) cu baza de date 1 0 și 2 0 include Rhodococcus (R, equi), Gordonia, Tsukamurella, nu este recomandabil pentru identificarea definitivă Pot fî obținute date eronate (e g , R equi confundat cu alte specii de Rhodococcus, Corynebacterium, alte actinomicete aerobe) sau identificare incompletă (necesare teste suplimentare pentru identificare) Ladron (2003) propune identificarea rapidă a R equi prin PCR, ținta fiind gena colesterol oxidazei (choE) Identificarea definitivă pentru Gordonia,Tsukamurella poate fi realizată prin hibridare ADN-ADN, secvențializare ARNr 16S, cromatografie 682 30 5В 8 Sensibilitatea la antibiotice Majoritatea rhodococilor sunt sensibili in vitro la aminoglicozide, macrolide, peniciline, cefalosporine, imipenem, tetracicline, fluorochinolone, rifampicină, glico-peptide, linezolid Mai puțin sensibil sunt la sulfamide, iar la cei mai mulți agenți anti-tuberculoși sunt rezistenți Aceste date sunt însă frecvent bazate pe studii care nu au respectat la testare standardul NCCLS M24-A/2003 Mutațiile genei rpoB conferă rezistență la rifampicină Asemenea mutante au fost izolate de la pacienți cu SIDA în Tailanda Lipsesc studii prospective asupra eficacității unor scheme de terapie etiotropă în infecțiile cu Rhodococcus După Sorell et al (2000), vancomicină este antibioticul de elecțe în infecțiile determinate de R equi Gordonia spp sunt sensibile in vitro la variate antibiotice care include: eritromicină, asociația trimetoprim-sulfametoxazol, ceftriaxona, amikacina, ciprofloxacină, imi-penemul Eficacitate terapeutică este comunicată pentru: ceftriaxonă, ciprofloxacină, trimetoprim-sulfametoxazol Studii asupra sensibilității la antibiotice a speciilor de Tsukamurella sunt puține Testări cantitative (E-test) făcute de Schwartz et al (2002) au arătat sensibilitatea izolatelor la amikacina, ciprofloxacină, claritromicină, imipenem și sulfametoxazol Și mai puține sunt studiile de eficacitate terapeutică; au fost utilizate cu succes gentamicină, amikacina, claritromicina, ciprofloxacină, vancomicină, trimetoprim-sulfametoxazol BIBLIOGRAFIE LADRON, N M FERNANDEZ et al (2003): Rapid identification of Rhodococcus equi by a PCR assay targeting the choE gene J Clin Microbiol 41:3241-3245 30 5C ALTE ACTINOMICETE AEROBE CU IMPORTANȚĂ MEDICALĂ: GENURILE ACTINOMADURA, DERMATOPHILUS, NOCARDIOPSIS, STREPTOMYCES, TROPHERYMA (DUMITRU BUIUC, CARMEN PÂNZARU) 3O 5C 1 Minifefiniții și considerații taxonomice Genul Actinomadura reunește organisme filamentoase, foarte ramificate, gram-pozitive, neacido-rezistente Miceliul din substrat nu se fragmentează și poate forma hife aeriene care poartă lanțuri de până la 15 spori Sunt aerobe, catalazo-pozitive, ureazo-negative și degradează zaharurile oxidativ Din cele 27 specii ale genului numai 3 au semnificație medicală: A madurae, A pelletieri și A latina Genul Dermatophilus este format din bacterii filamentoase, ramificate în unghi drept, gram-pozitive, neacido-rezistente, care formează, numai în atmosferă cu 10% СО, 683 hife aeriene lipsite de conidii Prin fragmentarea miceliului generează lanțuri de celule cocoide mobile Facultativ anaerobe, catalazo-pozitive și ureazo-pozitive, degradează zaharurile fermentativ Are 2 specii, D congolensis, D chelonae; numai prima infectează mamiferele, inclusiv omul Nocardiopsis dassonvillei a rezultat prin reclasificarea speciei Actinomadura dassonvillei Genul Streptomyces este format din actinomicete neacido-rezistente, extensiv ramificate într-un miceliu care nu se fragmentează și formează hife aeriene cu lanțuri de spori scurte până la lungi Sunt aerobe, catalazo-pozitive, ureazo-pozitive, degradează zaharurile oxidativ Dintre numeroasele specii ale genului, în afară de S somaliensis mai sunt admise cu semnificație medicală S albuș, S anulatus (S griseus), S lavendulae, S rimosus, S violaceoruber Genul Tropheryma are o singură specie Tropheryma wipplei, un bacii gram-pozitiv, facultativ intracelular recent încadrat în clasa Actinobacteria (Stackebrand et al 1997); ordinul și familia nu au fost stabilite Studii moleculare arată înrudirea cu genurile Rothia, Rhodococcus, Arthrobacter, Actinomyces, Dermatophilus, Terabacter, Micrococcus, Leifsonia aquatica și Cellulomonas cellasea Evidențiată prin microscopie electronică bacteria măsoară 0,2-0,25/1-1,25 pm și are un înveliș trilaminar (de la interior spre exterior): membrană citoplasmatică, perete celular (cu peptidoglican asemănător cu al bacteriilor gram-pozitive, cu un strat intern polizaharidic) și o membrană externă (diferită de cea a bacteriilor gram-negative, se presupune că ar deriva din membrana celulei gazdă) Polizaharidele din peretele celular conferă reactivitatea în colorația PAS 30 5C 2 Habitat și implicații în patologie Habitatul natural al speciilor de Actinomadura, Nocardiopsis și Streptomyces este solul și plantele în descompunere Deși speciile de Dermatophilus au fost izolate numai din prelevate patologice de la om și mamifere (D congolensis) sau de la broaște țestoase (D chelonae), tot solul este admis ca rezervor de infecție Actinomadura latina, A pelletierii, N dassonvillei și S somaliensis sunt cunoscute ca agenți ai actinomicetoamelor, boli mai frecvente în zonele tropicale La gazde imunocompromise, Actinomadura și Nocardiopsis au fost implicate în infecții pulmonare sau diseminate sistemic Rar infecția cu S somaliensis se extinde pe cale limfatică sau hematogenă Dermatophilus congolensis, specie producătoare de keratinază este cunoscută prin infecții cu tropism cutanat la diferite animale domestice și la om, mai frecvent în Africa și zonelele asiatice limitrofe, dar au fost semnalate și în alte regiuni La om dermatofiloza se manifestă prin multiple pustule, furuncule, eczemă descuamativă a capului și antebrațelor Pentru Tropheryma wipplei habitatul natural și căile de transmitere sunt încă necunoscute Unele studii au evidențiat prin PCR prezența T wipplei în probe de la 684 persoane asimptomatice (materii fecale, salivă, secreții gastrice, biopsie duodenală) T wipplei a fost depistată în apa de canal, dar nu este clar dacă acizii nucleici reprezintă o sursă de infecție pentru oameni sau rezultă din excretele persoanelor infectate Este agentul etiologic al bolii Wipple, boală cronică cu apariție sporadică, mai frecvent la bărbații de 50 ani, caracterizată din punct de vedere clinic prin artralgii (care pot precede cu ani de zile manifestările clasice intestinale), manifestări intestinale (dureri abdominale, diaree, malabsorbtie și scădere progresivă în greutate, limfadenopatie mezenterică) Situsurile de infecție extraintestinale, mai importante, includ inima (cauză a endocarditelor cu hemoculturi negative, miocardite, pericardite), sistemul nervos central (confuzii, pierderea memoriei, nistagmus și oftalmoplegie, demență), ochii (uveite), pielea și mucoasele (hiperpigmentare), plămânii și pleura, articulațiile (infecții ale protezelor, spondilodiscite) 3O 5C 3 Izolarea Streptomyces, Actinomadura și Nocardiopsis uneori nu cresc pe mediile selective pentru nocardii; poate fi folosit agarul-sânge sau agarul ciocolat cu o bună bază nutritivă sau agarul Sabouraud glucozat și selectiv prin cloramfenicol (50 pg/mL) Dermatophilus congolensis nu crește pe agar Sabouraud glucozat ori pe agar Czapek; pentru izolare fiind indicat agarul-sânge sau agarul ciocolat T whipplei cultivă doar pe linii celulare de fibroblaști, dar datorită dificultăților condițiilor de cultivare (4 pasaje, în medie 30 zile), metoda nu este folosită de rutină 30 5C 4 Identificarea prezumtivă Studiem caracterele de cultivare și testele preliminare precizate în Capitolul 30 5A 7 (tabelul 30-10) La microscopia directă a puroiului din micetoame Actinomadura, Nocardiopsis sau Streptomyces apar ca mase de filamente fine, întrețesute, gram-pozitive, neacido-rezistente D congolensis formează filamente ramificate în care se observă pachete paralele de celule cocoide rezultate prin septare longitudinală și transversală Actinomadura și Nocardiopsis cresc optim la 30-37°C, dar nu cresc la 45°C In prezența miceliului aerian, coloniile cutate ori muriforme sunt variat pigmentate Pigmentul coloniilor de Actinomadura este strălucitor, alb pănă la galben, crem, cenușiu, verde, albastru, roz până la roșu sau brun La coloniile de Nocardiops dassonvillei hifele aeriene sunt mai dezvoltate, iar pigmentarea mai puțin strălucitoare: roșu-brun ori violet; uneori apare un pigment violet-cenușiu difuzibil In absența miceliuluj aerian coloniile sunt ceroase, pieloase până la cartilaginoase Speciile de Streptomyces cresc mai lent, optim la 30°C și nu cresc la 45°C Coloniile de S somaliensis sunt pieloase sau ceroase, uneori strâns cutate, crem până la brun sau 685 negru, glabre sau prăfoase din cauza hifelor aeriene cu spori Coloniile speciilor nepatogene inițial umede, devin cretoase sau prăfoase, variat colorate; frecvent cu aromă de pământ Dermatophilus congolensis formează colonii variat pigmentate în galben până la portocaliu sau galben-palid până la alb-cenușiu Pe agar-sânge sunt P-hemolitice Sunt acoperite de scurte hife aeriene când cultura este incubată în atmosferă cu 10% COr Tropheryma wipplei se poate colora gram-pozitiv în țesuturi, gram-negativ în coculturi cu fîbroblaști; este neacido-rezistentă Colorația PAS a secțiunilor tisulare a evidențiat bacteriile predominant extracelular, dar și în macrofage T wipplei mai poate fi evidențiată și prin imunfluorescență (în coculturile cu fîbroblaști) 30 5C 5 Identificarea definitivă Sunt recomandate următoarele teste: hidroliza cazeinei, tirozinei, xantinei hipoxantinei, gelatinei și ureei; reducerea nitraților (tabelul 30-12) 30 5C 6 Sensibilitatea la antibiotice Tratamentul în boala Whipple este de lungă durată (cel puțin 1 an) cu trimetoprim-sulfametoxazol în formele clinice severe poate fi administrată inițial de ceftriaxona sau asocierea penicilină cu streptomicină, urmată de trimetoprim-sulfametoxazol Speciile de Actinomadura sunt sensibile la amikacină, ceftriaxona, imipenem Tulpinile izolate la om au avut următorul spectru de sensibilitate (McNeil,1990): 80% tulpini sensibile la amoxicilină/acid clavulanic, cefotaxim, ciprofloxacin, doxiciclină, minociclină, eritromicină, trimetoprim-sulfametoxazol La ampicilină 50% din tulpini au fost rezistente Nu există studii prospective asupra eficacității terapiei etiotrope în infecțiile determinate de Dermatophilus, Nocardiopsis, Streptomyces Mc Neil (1990) comunică pentru izolatele umane de Streptomyces' 10% tulpini rezistente la minociclină, 14% la eritromicină, 20% la ceftriaxonă, 29%o la trimetoprim-sulfametoxazol, 43% la sulfametoxazol Dunne et al (1998) au obținut rezultate în infecții determinate de Streptomyces utilizând ceftriaxona și claritromicina, iar Moss et al (2003) vancomicină BIBLIOGRAFIE DUNNE, E F , W J BURMAN, M L WILSON (1998): Streptomyces pneumonia in a patient with HIV case report and review of literature on invasive Streptomyces infections Clin Infect Dis 27:93-96 MC NEIL, M M , J M BROWN (1990): Coparison of species distribution and antimicrobial susceptibility of aerobic actinomyces from clinical specimens Rev Infect Dis 12:778-783 MOSS, W J , J A SAGER et al (2003): Streptomyces bikiniensis bacteriernia Emrg Infect Dis 9:273-274 686 30 6 IDENTIFICAREA ALTOR BACILI GRAM-POZITIVI CU INTERES MEDICAL: LISTERIA, ERYSIPELOTHRIX, ARCANOBACTERWM 30 6A LISTERIA (DANA MAGDALENA CAPLAN) 30 6A 1 Minidefmitie Listeriile sunt cocobacili sau bacili gram-pozitivi, nesporulați și mobili prin flageli petrichi Aerobi și microaerofili, cultivă la temperaturi între 1° și 45CC, fermentează carbohidrații fără producere de gaz Sunt catalazo-pozitivi și oxidazo-negativi Conținutul în G + C al ADN-ului este de 36-42 mol % 30 6A 2 Considerații taxonomice Genul Listeria cuprinde șase specii, L, monocytogenes, L ivanovii, L innocua, L, welshimeri, L seeligeri și L grayi, definite pe baza studiilor de hibridare ADN-ADN, de electroforeză enzimatică multiloculară și de secvențiere a ARNr 16S Caracterele fenotipice și genotipice indică o anumită diferență între L grayi care are două subspecii, grayi și murray (anterior clasificată ca L murray iar L ivannovii subspeciile ivanovii și londonensis între tulpinile de L monocytogenes electroforeză enzimatică multiloculară și secvențierea genelor specifice conturează două sublinii genetice, care se suprapun serovarurilor l/2b, 3b și 4b și respectiv l/2a, l/2c, 3a și 3c Specia L denitrificans a fost reclasificată ca Jonesia denitrificans 30 6A 3 Habitat și implicații în patologie Gemeni larg răspândiți în natură (apă, noroi, scurgeri de canal, vegetații, fecale), listeriile pot determina colonizare și/sau infecție umană prin diverse mecanisme, mai ales prin consumul de alimente contaminate Grupele de risc major Ie reprezintă femeile însărcinate, nou născuții, pacienții imunocompromiși și vârstnicii, deși până la 30% din pacienții cu listerioză pot fi imunocompetenți Listeria monocytogenes are cel mai important potențial patogen pentru om și animale Foarte rar au fost semnalate infecții umane determinate de L ivanovii (Cummins et al , 1994) sau de L seeligeri Având caracter invaziv, listeriile se pot multiplica în enterocite, trec în sânge, iar bacteriemia primară este unnată de localizări secundare (meninge, endocard, cu un tropism accentuat pentru placentă și făt) Aproape 1/2 din listerioză umană evoluează ca infecție perinatală 687 30 6A 4 Obținerea culturii pure Epuizează prelevatele necontaminate (lichid cefalorahidian, lichid amniotic, placentă, țesuturi fetale) pe plăci cu agar triptozat conținând 5% sânge de berbec, cal sau iepure Efectuează și urmărește hemoculturile în condițiile uzuale indicate în Capitolul 9 Izolarea din prelevatele patologice contaminate (materii fecale, secreții vaginale, alimente, probe din mediul extern) este dificilă, însămânțează o parte probă în 9 părți bulion de îmbogățire cu acid nalidixic și acriflavină (vezi 40 4 15) Incubează cultura la 4°C cel puțin 48 ore (până la 7-30 zile), apoi 18 ore la 35°-37°C înainte de repicarea pe medii agarizate selective prin acriflavină (tripaflavină), clorură de litiu, colistin, polimixină B, ceftazidimă, cefotetan, fosfomicină, moxalactam, acid nalidixic sau cicloheximidă (vezi 40 4 15) însămânțarea mediului selectiv poate fi precedată de subcultivare într-un nou mediu de îmbogățire cu incubare la 35°-37°C până la 72 ore și repicări pe mediu agarizat selectiv timp de 3 zile consecutiv Examinează plăcile de izolare cu iluminare oblică pentru a obține irizația albăstruie a coloniilor de Listeria 30 6A 5 Caractere de cultivare Listeriile cresc facultativ anaerob pe medii uzuale la temperaturi între 0° și 45°C, optim la 20°-37°C Suplimentarea mediilor cu sânge, lichid de ascită sau glucoza le favorizează creșterea Tolerează concentrații de NaCl > 5% La 4°C L monocytogenes cultivă cu o perioadă de lag variabilă între câteva zile și șase luni După 24-48 ore de incubare la 35°-37°C coloniile de Listeria au diametrul de 1-1,5 mm pe agarul glucozat 2% și de numai 0,2-0,4 mm pe agarul triptozat 1 -2% Sunt rotunde, netede, ușor bombate, transparente cu aspectul picăturilor de rouă Centrul lor poate avea aspect cristalin sticlos Au consistență apoasă Examinate în lumină oblică, la 45°, apar cu irizație bleu-verzuie Coloniile formelor rugoase au centrul opac, sunt mai mari, turtite, cu margini neregulate, cu depresiune centrală crateriformă, friabile, greu de emulsionat După repicare coloniile de Listeria pot lăsa „amprentă" pe agar Pe agar cu 5% sânge (de berbec, iepure, cal, bou sau om) coloniile de L monocytogenes sunt înconjurate cu o zonă îngustă de Ș-hemoliză difuză, cele de L seeligeri sunt mai slab hemolitice, iar cele de L ivanovii formează o zonă mai largă de p-hemoliză, care după 36-48 ore ia aspect de dublă sau chiar triplă hemoliză Culturile de L monocytogenes pe medii solide degajă miros caracteristic de lapte acidulat în mediile semisolide, cum este agarul 3%o, după însămânțare prin înțepare și incubare la temperatura camerei, L monocytogenes crește sub forma unei umbrele la 3-5 mm de suprafața agarului dovedind o mobilitate marcantă în mediile lichide aspectul culturii diferă după tipul de mediu folosit: în bulion peptonat - aspect uniform, iar în bulion glucozat sau triptozat - aspect floconos După incubare prelungită se formează un depozit dens și aderent, care, prin agitare, se ridică sub formă de tirbușon 688 30 6A 6 Caractere microscopice Listeriile sunt bacili scurți, drepți sau încurbați, de multe ori cu formă cocobacilară sau cocală, cu capete rotunjite și dimensiuni de 0,5-2 pm lungime/0,4-08 pm grosime, în prelevatele patologice apar fie extracelulare, fie fagocitate, probă certă a listeriozei Frotiul direct din lichidul cefalorahidian poate evidenția cocobacili gram-pozitivi izolați, în perechi sau în lanțuri scurte In culturile tinere, incubate la 35°-37°C, domină formele scurte, cocobacilare în timp ce în culturile vechi apare polimorfismul, deseori cu forme filamentoase lungi de 6-20 pm asemănătoare lactobacililor Germenii din culturi în faza „S“ pot fi dispuși pe frotiu izolați, grupați în palisade sau perechi, în V sau Y asemănător corinebacteriilor; în faza „R“ apar mai frecvent cocobacili dispuși în lanțuri scurte de 3-5 elemente Se colorează gram-pozitiv pe ffotiurile efectuate din culturi tinere și pot fi gram-negativi în culturi vechi La o decolorare prelungită (3-5 min ) peste 50% din germeni, chiar cei proveniți din culturi tinere, pot deveni gram-negativi în primoculturile din prelevate patologice cu floră mixtă, L monocytogenes este relativ ușor confundată cu Erysipelothrix rhusiopathiae, atât ca morfologie a coloniilor, cât și microscopică Listeriile sunt mobile prin flageli subtenninali în număr de 2-4, mai abundenți și peritrichi în cazul cultivării la temperatura camerei, 18°-22°C Cocobacilii sunt neflagelați sau monoflagelați prin cultivare la 37°C sau la 4°C Sunt necapsulate și nesporulate 30 6A 7 Teste preliminare Pentru diferențierea genului Listeria de alte genuri asemănătoare testează: creșterea facultativ anaerobă, mobilitatea în preparat umed sau în coloană de agar moale a culturii la temperatura camerei, creșterea la temperaturi între 2° și 42°C, producerea de oxidază, catalază, urează, H2S în mediul TSL fermentarea glucozei (Tabel 30-13) Tabehd 30-13 Diferențierea genului Listeria de alți germeni gram-pozitivi nesporulați Caracteristici revendicate Genuri excluse Mobilitatea Catalaza pozitivă p-hemoliza Corynebacterium spp Rothia Cele de mai sus și H2S negativ Erysipelothrix Mobilitatea Catalaza pozitivă Lactobacillus Cerințe facultative de oxigen Formare de acid din glucoza Kurthia 30 6A 8 Teste definitive Identificarea până la nivel de specie este deosebit de importantă deoarece toate listeriile pot contamina alimentele, dar numai L monocytogenes are semnificație clinică și excepțional L ivanovii sau L seeligeri 689 Identificarea speciilor de Listeria se bazează pe următoarele caractere fenotipice: hemoliză și testul CÂMP, reducerea nitraților, spectrul de fermentare a carbohidraților și patogenitatea experimentală (Tabel 30-14) Tabelul 30-14 Diferențierea speciilor din genul listeria Caractere3 £ a5 5 L innocua L ivanovii 73 £ L seeligeri L grayi subsp, ivanovii 3 ё- -S p-hemoliza pe agar-sânge + +b +b - S4- - - Testul CÂMP: S, aureus -b - S+ R equi - - + + - - - - Acid din: D-Manitol - 4- a-metil-D-Manozid 4- 4- d L-Ramnoză 4- d - - d - - d D-Xiloză - - 4- 4- 4- 4- - - Riboză - - 4- - - - d Nitrat, reducerea - - - - - - - 4- Patogenitatea la șoarece - + - - - - Serovar l/2a, l/2bt V2c; 3a, 3b, 3c; 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e; 7 4ab; ND, 6a, 6b 5 5 l/2b; 4c; 6a, 6b; ND l/2a, l/2b, l/2c; ND; 4b, 4d; 6b S s s Simboluri: + = > 90% din tulpini pozitive; d = 11-89% tulpini pozitive; - = > 90% din tulpini negative- s - reacție slab pozitivă; ? = rezultate incerte; ND = nedenumit; S = specific In mod obișnuit zonă largă sau zone multiple de hemoliză • Hemoliză este esențială pentru diferențierea L monocytogenes de L inocua da torită strânsei înrudiri a celor două specii și suprapunerii multor caractere fenotipice Numai trei specii, L monocytogenes, L ivanovii și L seeligeri, sunt hemolitice Listeria monocytogenes și L seeligeri produc zone înguste de hemoliză, care, de cele 690 mai multe ori, nu depășesc marginile coloniei, fiind necesară deplasarea coloniei pentru a vizualiza hemoliza, în timp ce L ivanovii produce o zonă largă de hemoliza dublă sau triplă Testul CÂMP, care poate evidenția clar caracterele hemolitice, este practicat prin însămânțarea Staphylococcus aureus și Rhodococcus equi sub formă de striuri într-o singură direcție pe placa cu agar-sânge, iar tulpinile de Listeria perpendicular față de traiectoriile 5 aureus și R equi, fără a le atinge însă Hemoliza tulpinilor de L monocytogenes și L seeligeri este mai exacerbată în apropierea striului de 5 aureus, iar pentru L ivanovii numai în apropierea striului de R equL Modificarea testului CÂMP clasic, prin utilizarea unui disc impregnat cu P-lizină stafîlococică, poate de asemenea să evidențieze exacerbarea hemolizei la L monocytogenes • Fermentarea carbohidraților Urmărește producerea de acid din D-manitol, L-ramnoză, D-xiloză, riboză și oc-metil-D-manozid Listeria monocytogenes produce de regulă acid din L-ramnoză și a-metil-D-manozid fără a ataca celelalte zaharuri menționate; rareori tulpini de L monocytogenes sunt L-ramnoză negative Galeria API, oferită de firma bioMerieux, diferențiază speciile de Listeria pe baza a 10 teste miniaturizate, inclusiv hemoliză • Testarea patogenității Uzual identificarea speciilor de Listeria pe baza aspectului hemolizei și caracterelor biochimice este suficientă Aproape toate tulpinile de L monocytogenes izolate în laboratorul clinic sunt virulente în laboratoare specializate pot fî efectuate următoarele teste de patogenitate: (i) Testul Anton: O picătură din cultura în bulion de L monocytogenes în vârstă de 24 ore, inoculată în sacul conjunctival la iepure sau la cobai, determină după 24-36 ore o conjunctivită purulentă (ii) Șoarecii imunocompromiși, injectați intraperitoneal cu tulpini virulente de L monocytogenes sau L ivanovii, mor în interval de trei zile Cei interesați de amănunte privind aceste metode de patogenitate experimentală pot consulta bibliografia recomandată (iii) Inocularea pe membrana chorioalantoidiană a oului embrionat Tipuri Diferențierea tulpinilor de L monocytogenes este importantă în epi-demiologia listeriozei umane Markeri epidemiologie! oferă; serotiparea, lizotiparea și metodele de tipare moleculară Serotiparea Tulpinile deL monocytogenes sunt împărțite în 13 serovaruri (tabel 30-14) prin reacția de aglutinare cu seruri de iepure adsorbite, pe baza antigenelor somatice (0) și flagelare (H), însă o parte din antigenele serotipabile sunt comune și altor specii de Listeria: L innocua, L seeligeri și L welshimeri (tabel 30-14) Capacitatea discriminatorie a serovarurilor de L monocytogenes este insuficientă pentru practica epidemiologică, deoarece peste 90% din tulpinile implicate în infecții umane și animale aparțin serovarurilor l/2a, l/2b și 4b, cea mai mare proporție de tulpini din serovarul 4b fiind izolată din infecții umane Identificarea serovarurilor orientează însă selectarea metodelor de tipare moleculară Lizotiparea Lizovarurile deL monocytogenes au o mare capacitate discriminatorie, foarte utilă pentru studiul listeriozei umane sau pentru identificarea surselor de infecție în izbucnirile epidemice Izolarea aceluiași lizovar de la bolnavi, cât și dintr-un aliment 691 suspectat confirmă transmiterea listeriozei pe cale alimentară Totuși, un număr relativ redus de tulpini, mai ales din serovarurile 1/2 și 3 nu pot fi lizotipate și necesită un set adițional de fagi Electroforeza enzimatică multiloculară (MEE) poate examina, prin migrarea electroforetică a enzimelor constitutive, 10-20 locusuri enzimatice pentru fiecare tulpină în parte, dovedindu-se utilă în diferențierea tulpinilor de L monocytogenes Fiecare variantă de migrare a unei enzime este determinată de o alelă unică Tulpinile sunt individualizate printr-o serie de valori numerice pentru alelele examinate (tip electro-foretic) Metoda și-a găsit aplicare în investigațiile epidemiologice, atât pentru izbucnirile epidemice, cât și pentru cazurile sporadice Metoda poate fi de asemenea utilizată în studii taxonomice pentru diferențierea speciilor de Listeria Dintre metodele bazate pe studiul acizilor nucleici rezultate bune au dat: configurațiile de microrestricție ADN, configurațiile de macrorestricție ale ADN și profilul de amplificare enzimatică aleatorie a ADN-ului BIBLIOGRAFIE CATIMEL B , ROCOURT, J : Listeria Protocole des traveaux pratiques Institut Pasteur, Paris, pp 1-32 (1994) GEORGE, M S , LUND, B M , BROCKIEHURST, T F : The effect of pH and temperature on initiation of growth of Listeria monocytogenes (1988) Left AppL Microbiol 6:153 GILCHRIST, M J R : Laboratory Diagnosis of Infectious Diseases Principie and Practice Springer Verlag Berlin, voi 2, pp 353-359 (1988) KLINGER, J D : Isolation of Listeria: A review of procedures future prospects (1988) Infection 16 Suppl 2:S98 MCLAUCHLIN, J , JONES, D : Erysipelothris and Listeria In L Collier, A Balows, M Sussman (eds ): Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn Arnold, London voi 2, pp 683-708 (1998) POP, A M : Genul Listeria în V Bîlbîe, N Pozsgi (editori): Bacteriologic Medicală, Editura Medicală București, voi 2, pp 593-600 (1985) SEELIGER, H P R , JONES, D : Listeria în P H A Sneath, N S Mair, E Sharpe (eds ): Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 9-th edn , Williams and Wilkins Со , Baltimore voi 2, pp 1235-1245 (1986) SWAMINATHAN, B , ROCOURT, J , BILIE, J : Listeria în P R Murray, E J Baron M A Pfaller et al (eds ): Manual of Clinical Microbiology, 6-th edn , A S M Press, Washington D C , pp 341-348 30 6B ERYSIPELOTHRIX (CARMEN PÂNZARU) Definiție și considerații taxonomice Erysipelothrix reunește bacilii fini cu tendința de a forma filamente Imobili Nesporulați Gam-pozitivi, dar se decolorează ușor Facultativ anaerobi, creșterea le este favorizată în atmosferă cu 5-10% CO? Catalazo- și oxidazo-negativi Au activitate fermentativă slabă: produc acid dar nu și gaz din glucoza și alți carbohidrați în mediul TSI produc H2S Conținutul în G+C al ADN-ului este de 36-40 mol% ’ ’ 692 Secvențierea ARNr 16S demonstrează înrudirea cu micoplasmele, în timp ce structura peretelui bacterian sugerează asemănarea cu clostridiile și actinomicetele Bergey’s Manual 2000 clasifică genul Erysipelothrix în clasa Mollicutes și propune familia Erysipelothrichaceae Genul are 2 specii și 26 de serotipuri: Erysipelothrix rhusiopathiae (la, 1b, 2a, 4-6, 8, 9, 11, 12, 15-17, 19,21 și tipul N), £ tonsillarum (3, 7, 10,14,20,22,23) Serotipurile 13 și 18 sunt distincte și reprezintă o genomospecie, încă nenumită, iar serotipul 26 ultimul descris, a fost numit „N strains” Cu interes medical este E rhusiopathiae, specie larg răspândită Gazde naturale sunt vertebrate (porci, ovine, cabaline, bovine, pești, păsări) și nevertebrate (musca domestică, crustacee) Eliminată cu dejectele, prezentă în mucusul peștilor și rezistentă în mediul extern, contaminează și persistă în apele de suprafață, apele reziduale de la abatoare sau ferme, în sol între animale se transmite pe cale orală Produsele de came, pește - afumate ori saramurate - vehiculează eficient bacteria Principalul rezervor de agent infecțios este porcul la care E rhusiopathiae determină rujetul, o infecție sistemică La om infecția cu E rhusiopathiae este mai frecvent profesională, contractată de veterinari, măcelari, pescari, fermieri prin înțepături și abraziuni tegumentare Au fost comunicate infecții după mușcături de pisică Manifestările bolii sunt funcție de receptivitatea gazdei Cea mai frecventă este forma cutanată, erizipeloidul Rosenbach, o dermită acută, care evoluează în jurul porții de intrare ca un placard roșu-violaceu cu margini bine delimitate și extensie centripetă Durerea locală este discretă ori absentă Pacienții pot acuza prurit, arsură și tensiune locală resimțită eventual și în articulațiile vecine Rar infecția evoluează sistemic cu artrite, fasciită necrozantă, endocardită, infarct cerebral Endocardită poate surveni pe valve native sau protezate, fie proteze de tip Starr Edwards, fie porcine Infecția sistemică survine la pacienți aflați sub terapie imunosupresivă (e g , corticoterapie) sau cu status imun compromis (cancer, diabet, alcoolism, LED, HIV infectați ș a ) E tonsillarum a fost izolat de pe amigdalele porcilor sănătoși Poate determina endocardite la câini Caractere microscopice și de cultivare Pe frotiurile din cultura în formă S, apare ca bacili gram-pozitivi fini, 0,8-2,5 pm lungime/0,2-0,4 pm grosime, dispuși izolați, în perechi unghiulare, scurte lanțuri sau grămezi; în forma de cultură R predomină formele filamentoase lungi Se decolorează ușor, și de aceea poate apărea gram-negativ cu porțiuni gram-pozitive, ceea ce dă formelor filamentoase aspect moniliform Cultivarea este favorizată de utilizarea mediilor îmbogățite cu sânge și în atmosferă de CO2 Pe agar infuzie de cord cu 5% sânge (berbec, iepure), după 24-48 ore de incubare la 37°C în atmosferă cu CO2, formează colonii S mici de 0,1-0,5 mm diametru, rotunde, convexe, strălucitoare, transparente Coloniile R sunt mai mari, mai turtite, cu suprafața neregulată și margini fimbriate Sunt a-hemolitice, mai ales în zona de creștere confluentă, albăstrii sau cu sclipiri verzui sub iluminare oblică Izolare, identificare, sensibilitatea la antibiotice Erysipelothrix rhusiopathiae poate fi izolat din probe biopsice de la nivelul zonei active a ariei de celulita sau în hemoculturi Probele biopsice trebuie îmbogățite prin incubare la 37°C în bulion glucozat și atmosferă cu 5-10% CO2 până la 10 zile cu repicări pe agar-sânge la fiecare 24 ore Cultivă bine pe mediile comerciale, și în sistemele automate de hemocultură Primo- 693 culturile din prelevatele stadiului acut al erizipeloidului și hemoculturile sunt dominate de forma S Disocierea S-R este frecventă în subculturi, în timp ce variata R-S, posibilă, este mai rară Identificarea prezumtivă a Erysipelothrix rhusiopathiae se bazează pe: caracterele morfotinctoriale și de cultivare, absența catalazei, oxidazei și producerea de H?S Poate fi confundat cu Arcanobacterium haemolyticum, A pyogenes, Listeria monocitogenes, dar toate aceste specii sunt Ș-hemolitice (atenție la A haemolyticum care la 24 de ore formează zonă slabă de hemoliză) și nu produc H?S în plus pentru diferențierea de Listeria monocitogenes pledează rezistența la neomicină și catalaza-negativă caracteristice Erysipelothrix rhusiopathiae Este foarte importantă evidențierea producerii de H2S și pentru diferențierea față de Lactobacillus spp (bacii gram-pozitiv, catalazo-negativ, imobil) Pentru identificarea definitivă utilizăm o galerie mai largă de teste E rhusiopathiae utilizează citratul prezent în plasma citratată și de aceea aparent produce coagulază Activitatea nu este observată pe plasma oxalatată sau cu EDTA Este slab fermentativ, produce acid din glucoza, galactoză, fructoză, lactoză, maltoză și N-acetil-glucozamina Nu produce indol și acetoină, nu reduce nitrații la nitriți Cele două specii ale genului sunt asemănătoare fenotipic; diferențierea este realizată prin capacitatea E tonsillarum de a produce acid din zaharoză E rhusiopathiae poate fi identificat în sistemul API Coryne (bioMerieux, Marcy VEtoile, France) și RapID CB-Plus Metode moleculare de tipare și identificare: electroforeza enzimatică multi-loculară, RFLP, secvențierea ARNr 16S, capabile să identifice pattern-un de la A-I; PCR ce permite identificarea E rhusiopathiae ori E tonsillarum din țesut animal în 5 ore E rhusiopathiae este natural rezistent la vancomicină, teicoplanină, neomicină; sensibil la penicilină, cefalosporine (cefotaxim, ceftriaxona, cefazolin), imipenem, piperacilin, clindamicină, florochinolone (enrofloxacina, danofloxacina, ciprofloxacină) BIBLIOGRAFIE TAKAHASH1, T , T FUJISAWA et al (1992): DNA relatdness among Erysipelothrix rhusiopathiae strainsrepresenting all Iwenty/three serovars and Erysipelothrix tonsillarum Int J Syst Raderiol 42:469 ' TAKAHASHI, T , T FUJISAWA et al (1992): Erysipelothrix tonsillarum sp nov isolated from tonsils of apparently health pigs Int J Syst Bacteriol 37:166 GARRITY, G M , J G HOLT (200): An overview of the road map to the manual New York: Bergey’s Mannual Trust TALAN, D A , D M CITRON ct al (1999): Bacteriologic analysis of infected dog and cat bitcs N Engl J raed 340:285-292 " DUNBAR, S A , J E CLARRIDGE (2000): Potențial errors in recognition ofErysipelothrix rhusiopathiae J Clin Microbiol 38:1302-1304 694 31 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM-NEGATIVI AEROBI GLUCOZO-FERMENTATIVI 31 1 IDENTIFICAREA FAMILIEI ENTERO-BACTERIACEAE 31 1 1 Minidefiniție 31 1 2 Considerații taxonomice 31 1 3 Habitat și implicații în patologie 31 1 4 Obținerea culturii pure a enterobacteriilor la izolarea din prelevate contaminate 31 1 5 Caractere de cultivare 31 1 6 Teste biochimice preliminare versus definitive 31 1 7 Tipizarea antigenică și aîte teste de identificare definitivă a entrobacteriaceelor 31 1 8 Tehnici alterne, neconvenționale de identificare a enterobacteriaceelor 31 IA Identificarea genului Escherichia-Shigella 31 1A 1 Minidefiniții 31 IA 2 Considerații taxonomice 31 1A 3 Habitat și implicații în patologie 31 1A 4 Obținerea culturii pure 31 IA 5 Caractere de cultivare 31 1A 6 Identificarea preliminară 31 1A 7 Identificarea de certitudine 31 3A 8 Tiparea 31 IA 9 Metode neconvenționale de depistare și identificare a genului Escherchia-Shigella 31 1B Identificarea genului Salmonella 31 1B L Minidefiniție 31 1B 2 Considerații taxonomice și nomen clatură 31 1B 3 Habitat și implicații în patologie 31 1B 4 Obținerea culturii pure 31 1B 5 Caractere microscopice 31 1B 6 Caractere de cultivare 3L1B 7 Identificarea preliminară 31 1B 8 Identificarea de certitudine 31 1B 9 Metode alterne (neconvenționale) de detectare a salmonelelor direct în prelevate 31 1C Identificarea genului Yersinia 31 1C 1 Minidefiniție 3L1C 2 Considerații taxonomice 31 1C 3 Habitat și implicații în patologie 31 1C 4 Obținerea culturii pure necesară identificării 31 IC 5 Caractere de cultivare 31 IC 6 Caractere microscopice 31 IC 7 Teste preliminare 31 IC 8 Teste definitive 31 1C 9 Detectarea yersiniilor prin metode neconvenționale direct în prelevat 31 1D Identificarea enterobacteriA-ceelor condiționat patogene 31 1E Identificarea enterobacteria-ceelor ocazional patogene 31 2 IDENTIFICAREA FAMILIEI VIBRIO-NACEAE 31 2A Identificarea vibrionilor 31 2A 1 Minidefiniții 31 2A 2 Considerații taxonomice 31 2A 3 Habitat și implicații în patologie 31 2A 4 Obținerea culturii pure 31 2A 5 Caractere de cultivare 3L2A 6 Caractere microscopice 31 2A 7 Teste preliminare 31 2A 8 Teste definitive 31 2B Identificarea taxonomică 31 2B 1 Minidefiniție 31 2B 2 Considerații taxonomice 31 2B 3 Habitat și implicații în patologie 31 2B 4 Obținerea culturii pure 31 2B 5 Caractere de cultivare 31 2B 6 Caractere microscopice 31 2B 7 Teste preliminare 31 2B 8 Teste definitive 31 2C Identificarea genului plesiomonas 31 1 IDENTIFICAREA FAMILIEI ENTEROBA CTERIA CEAE (MARIAN NEGUȚ) 31 1 1 Minidefiniție Familia Enterobactericceae reunește bacili gram-negativi, nesporulați, mobili prin flageli peritrichi sau imobili ' Nepretențioși nutritiv, cresc pe medii cu peptonă în prezența bilei Fermentează glucoza, sunt oxidazo-negativi, produc catalază și reduc nitrații în nitriți 695 31 1 2 Considerații taxonomice Familia Enterobacteriaceae reunește în prezent 44 genuri, dintre care 25 au fost implicate semnificativ în patologia umană In tabelul 31-1 este redată lista genurilor și speciilor după Manualul lui Bergey de Bacteriologic sistematică (ediția III/2004) Tabelul 31-1 Familia Enterobacteriaeae: grupe taxonomice (Garrity M G , Bell A J , Lilburn G T In : Taxonomic outline of the prokaryotes - Bergey's Manual of Systematic Bacteriology - Sec Ed Springer N Y , 2004) Genul Număr specii Specii cu importanță medicală I ESCHERICHIA 7 - coli - fergusonii - hermannii - vulneris II ALTEROCOCCUS 1 - agarolyticus III ARSENOPHONUS 1 - nasoniae IV BRENNERIA ( 7 - V BRUCHNERA 1 - VI BUDVICIA 1 - VIL BUTTIAUXELLA 7 - VIII CALYMMATOBACTERIUM 1 - IX CEDECEA 3 - davisae - lapagei - neteri X C1TROBACTER 12 - freundii - amalonaticus - diversus XI EDWARDSIELLA 4 - tarda XII ENTEROBACTER 16 - cloacae - aerogenes - agglomerans - gergoviae - sakazakii - taylorae XIII ERWINIA 28 - fitopatogen XIV EWINGELLA 1 - americana XV HAFNIA 1 - alvei XVI KLEBSIELLA 10 - pneumoniae - rhinoscleromatis - oxytoca - ozaenae XVII KLUYVERA - ascorbata - cryocrescens 696 Tabelul 31-1 (continuare) Genul Număr specii Specii cu importanță medicală XVIII LECLERCIA 1 - adecarboxylata XIX LEMINORELLA 2 - grimontii - richardii XX MOELLERELLA - XXL MORGANELLA 1 - morganii XXII OBESUMBACTERIUM I - proteus XXIII PANTOEA 7 - agglomerans XXIV PECTOBACTERIUM 9 - fitopatogen XXV PHLOMOBACTER - XXVI PHOTORHABDUS 1 - XXVII PLESIOMONAS 1 - shigelloides XXVIII PRAGIA - XXIX PROTEUS 8 - vulgaris - mirabilis - myxofaciens - penneri j XXX PROVIDENCIA 6 - alcalifaciens - rettgeri - rustigianii - stuartii XXXI RAHNELLA 1 XXXII RAOULTELLA - 3 - XXXIII SACCHAROBACTER 1 - XXXIV SALMONELLA 8 - enterica - bongori - choleraesuis - arizonae - enteritidis - paratyphi - typhi - typhimurium XXXV SAMSONIA 1 - XXXVI SERRATIA 12 - marcescens -liquefaciens - plymuthica - quinovorans - rubidaea XXXVII SHIGELLA 4 - dysenteriae - boydii - flexneri - sonnei XXXVIII SODALIS 1 - XXXIX TATUMELLA 1 - ptyseos XL TRABULSIELLA 1 - XLI WIGGLESWORTHIA 1 - XLII XENORHABDUS 6 - XLIII YERSINIA 12 - pestis - enterocolitica - pseudotuberculosis XLIV YOKENELLA 1 - 697 Multe genuri cuprind specii noi, descrise ori reconsiderate ca apartenență la aceste grupări taxonomice în ultimul deceniu Majoritatea nu au încă o semnificație medicală bine definită Genurile Escherichia și Shigella au fost redefinite iar Klebsiella, Serratia, Enterobacter, Citrobacter au fost extinse cu un număr considerabil de specii Genul Salmonella a fost extins la opt specii: Salmonella enterica (cu 7 subspecii), S bongori S Cholerasuis, S arizonae, S poratyphi, S typhi, S typhimurium Pentru a evita confuziile determinate de frecventele modificări taxonomice în cadrul acestui gen, sugerăm păstrarea nomenclaturii propuse de Centrul Internațional OMS - Paris care există în practică de mai mulți ani în țara noastră Denumirea lizovarurilor cuprinde denumirea speciei, a serovarului și a lizovarului conform schemei de tipizare Din păcate, această nomenclatură dictată de complexitatea taxonomică a enterobacteriaceelor creează dificultăți la interpretarea buletinelor de analiză de către practicienii familiarizați cu denumirile vechi 31 1 3 Habitat și implicații în patologie Enterobacteriaceele sunt omniprezente în microbiota intestinală a animalelor și omului: fecalele conțin peste 10’°enterobacterii/g Pe această cale se răspândesc larg în mediul ambiant: sol, ape, plante și animale Specii din genurile Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus sunt curent prezente în mediile naturale participând în ecosisteme de reciclare biologică Unele specii de Salmonella (ser Typhi, ser Paratyphi) și Shigella au un cadru ecologic limitat fiind întâlnite numai la om și ocazional, din aceeași sursă, în ape de suprafață și sol Cu puține excepții, enterobacteriaceele întâlnite la om au reputația de patogeni intestinali, fiind pretutindeni în lume agentul etiologic cel mai frecvent al sindromului diareic infecțios Genurile Salmonella, Yersinia, Shigella și unele patotipuri de E coli sunt recunoscute ca „patogeni intestinali recunoscuți44, izolarea lor fiind întotdeauna etiologic semnificativă în tabelul 31-2 este prezentată comparativ frecvența implicării în infecții umane, localizate și generalizate, a principalelor genuri de Enterobacteriaceae în timp ce shigelele sunt patogeni intestinali prin excelență, rareori implicați în alte tipuri de îmbolnăviri, Serratia, Morganella și Proteus sunt patogeni exclusiv extraintestinali Rarele tulburări disbiotice, rezultat al unei antibioticoterapii excesive ori colonizări anormale, nu sunt semnificative clinic pentru a le acorda statut de „patogeni intestinali44 La Escherichia coli sunt astăzi definite mai multe patotipuri diareigene în raport cu modul de agresiune asupra enterocitelor (vezi 31 IA) Factori genetici bine cunoscuți determină comportamente patogenice diferite la această specie modificând astfel statutul de „saprofit44 comensal al acestei grupări Studii multiple relevă, de asemenea, rolul dominant al enterobacteriaceelor în infecțiile tractusului urinar între acestea Escherichia este cel mai frecvent în cauză fiind urmată de Klebsiella spp , Enterobacter spp,, Proteus mirabilis, Citrobacter spp și Serratia marcescens 698 Tabelul 31-2 Implicații ale enterobacteriaceelor în patologia umană3 Gruparea (genul) Infecții localizate Infecții sistemice Intestinal Genitourinar Respirator Alteleb Citrobacter ++ 4- + + Entereobacter + ++ + -r + Escherichia -H-+ ++* -r + ++ Klebsiella ++ + -H>+ - + Hafnia 4- - - - Morganella - + - ± ± Proteus - +++ ± ■- + Provitencia ++ - - Salmonella +++ + — + +++ Salmoneloze sistemice Serratia - - -и c Shigella +-H- - - 4- + Yersinia +++d ++ Y pestis Y pestis a Simboluri: Ч-++ = frecvent sau formă uzuală de manifestare; ++ = ocazional sau formă posibilă de manifestare; + = rar; ± = posibil; - = nesemnalat b Localizări musculo-scheletice (artrite, osteite, abcese), piodermite etc c Schigellaflexneri este semnalată drept cauza a unor keratite d Yersiniile diareigene: Y enterocolitica, Y pseudotuberculosis, rar Y frederiksenii e La gazde imunocompromise infecții cu У pseudotuberculosis, Y enterocolitica pot evolua bacteriemie în infecții nosocomiale musculo-scheletale și cutanate, Escherichia coli Serratia spp și Enterobacter spp ocupă incidența imediată după stafilococi și pseudomonade Cel puțin o treime din pneumonii și infecțiile cavităților conexe tractusului respirator superior sunt determinate de asemenea de Enterobacteriaceae, Salmonella typhi și paratyphi ca și Yersinia pestis determină întotdeauna infecții grave septicemice, dar frecvența lor a devenit extrem de restrânsă Au devenit însă frecvente bacteriemiile și septicemiile determinate de celelalte Enterobacteriaceae, în primul rând Escherichia, Enterobacter și Klebsiella, în tabelul 31-3 este prezentată o ierarhizare, după criteriul patogenității, a enterobacteriaceelor frecvent izolate în laboratorul clinic Prima categorie cuprinde enterobacterii cu semnificație clinică ori de câte ori sunt izolate Semnificația clinică a enterobacteriilor etichetate „condiționat patogene44 sau „ocazional patogene44 trebuie argumentată conform criteriilor precizate în Capitolele 1, 9, 11-19 699 Tabelul 31-3 Categorii de patogenitate la Enterobacteriaceae Categoria Gruparea taxonomică Semnificația etiologică I Patogene - Salmonella - Shigella-Escherichia (fenotipurile diareigene și uropatogene de E coli) - Yersinia Certă II Condiționat patogene - Citrobacter - Enterobactere -Escherichia (alte localizări decât intestinală sau urinară) - Klebsiella - Morganella - Proteus - Providencia - Serratia Izolate semnificativ în prelevate necontaminate (lichid cefalorahidian, prelevate din cavități închise, hemoculturi, colecții neabcedate) III Ocazional patogene - Cedecea - Hafnia - Kluyvera ~ Leminorella - Pantoea - Tatumella - Xenorhabdus - Yokenella 31 1 4 Obținerea culturii pure a enterobacteriilor la izolarea din prelevate contaminate a fost detaliată în Capitolul 19 31 1 5 Caractere de cultivare Definitoriu, enterobacteriaceele sunt organisme facultativ anaerobe, care cresc peste noapte la 35°-37°C pe medii nutritive simple Tabelul 31-4 sintetizează principalele caractere de cultivare ale acestor organisme pe mediile fără inhibitori, lichide și agarizate Tabelul 31-4 Caracterele de cultivare ale enterobacteriaceelor pe medii nutritive simple (incubare 24 ore la 35°-37°C) Mediul Aspecte comune ale culturii Aspecte particulare Forma „S“ Forma „R“ Bulion simplu, bulion glucozat, Mediul I Tulbure uniformă fără depozit Limpede ori tulbure în grade diferite, cu inel ori văl și depozit 700 Tabelul 31-4 (continuare) Mediul Aspecte comune ale culturii Aspecte particulare Forma „S“ Forma „R“ Agar nutritiv Colonii de 2-3 mm, rotunde, bombate, umede, cu suprafața netedă și marginile regulate Colonii de 2-3 mm, rotunde, plate, cu suprafața rugoasă și marginile neregulate, • Colonii mucoide de 4-5 mm rotunde, bombate, cu maragini regulate tendință la confluare, aspect și marginile mucos (frecvente la Klebsiella și Escherichia) • Colonii pigmentatea • Creștere invazivă: în jurul coloniei se dezvoltă zone de migrare concentrice (caracteristică pentru genul Proteus) Agar-sânge Ca pe agarul nutritiv Unele tulpini dezvoltă hemoliză Similare formei „S“ Depind de tipul hematiilor a Pigment roșu {Serratia spp ), galben (Enterobacter spp,Xenorhabdus spp ), brun (Xenorhabdus spp ) 31 1 6 Teste biochimice preliminare versus definitive Necesitatea definirii și identificării impresionantului număr de entități taxonomice incluse în familia Enterobacteriaceae - 28 genuri și peste 100 de specii cu interes medical - a determinat o importantă lărgire a gamei de teste biochimice Tabelul 31-5 redă, într-o formă restrânsă la 25 de teste, o schemă de încadrare a izolatelor din prelevate umane în genurile de interes medical Mediile, reactivii și citirea testelor respective sunt prezentate în Capitolele 39, 40 precum și în instrucțiunile producătorilor In fig 31-1 schematizăm metodologia identificării biochimice respectiv posibilitățile de utilizare a sistemelor convenționale, sistemelor multitest și a celor microtest • Sistemele convenționale asociază teste în baterii variabile ca extindere în funcție de practica laboratoarelor Volumul mare de muncă și materiale necesitate de seturile din ce în ce mai extinse s-au dovedit prohibitive pentru multe laboratoare In sistemele convenționale curente operăm fie cu scheme reduse (fiabilitate discutabilă) accesibile și laboratoarelor clinice, fie cu scheme lărgite practicate în centre zonale ori de referință (costuri relativ ridicate) Sistemele convenționale rămân însă „referința46 pentru toate celelalte sisteme test exoenzimatice • Sistemele multitest, asocierea mai multor teste în același volum reactiv, au cunoscut o largă răspândire datorită unor avantaje economice de necontestat Din multitudinea de variante propuse, la noi în țară, cel mai mult sunt folosite asocierile TSI (Triple Sugar Iron) cu MIU (Mobilitate, îndoi, Uree) ori cu MILF (Mobilitate, îndoi, Lizină, Fenilalanină) 701 Tabelul31-5 ч о N Familia Enterobacteriaceae: identificarea biochimica a principalelor genuri de interes medical (după Holmes, 1998; Farmer, 1995) Genul îndoi Roșu-metil Voges-Proskauser id N d U) u L izin-decarboxiiara »d N d 0 к 45 2 0 TI 3 Й и Ornitin-decarboxiiaza F enilalanin-iiczaminază H И H c w Cl к (ilLiciiza-gaz 0 p c 0 45 0 ■p 0 3 Q ra-Inozîtol Lactoza 0 •H c я s Sallicina Zaharoza )d N 0 X »d N я •o N 0 p 0 d d 9 Malonat utilizarea Cicatiîia lichefierea C reșterea în KCN и 3 0 s e •4 и 'M Ui P u »d s z 0 U 0 \0 (П и d 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 Budvicia - + - d - - - d d - - - d d - - + + - - - - - d Cedecea - V d - - + V - - + - - - d + V V + + - + + - + Citrobacter V + - d - d V - V V V - + + V V + + V - V + - + Edwardsiella + + - - + - + V + - - - - V - V - - V - - - + Enterobacter V + V V V + - - V V V V + d V + + - + + + Escherichia + - - d V V - - +b - V V + d V + + - - - - Ewingeîla - + + d + d - d + - + + - d Hajnid - + - + - + - - + - - - + - - + + d - + + - +e КІіШІа V V V V +d - - - - V + V + +" + + + + +d V - + +d - - Kluyvera + - - + - + - - + - V - + + + + + + + - + + - + Leclercia + + d - - - + + - + + + d + + + + - - d Leminorella - V + V - + V Moellerella - + - + + d - + - - - d d - - Morganella + + + V + + - - + V Pantoea - d d - - - d - - - - d + + + + + d - d d - + Proteus V + V + - - V + + + - - - - V V + - - + + V ti + Tabelul 31-5 (continuare) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 Providencia + + - V - - + - V V V ■ V V d - - - - + V - + Rahnella - d + - - - - + - +c - d - + + + + + + + - +c - r Salmonella - + - - V +h - +8 - V - V I - - + V V - - V - Serratia V + - V - V - - V V d V + + + V + - + + + + Shigella V + V V V Tatumella + d + d - J Yersinia V + - V - - V - - - - - - + d V + + Yokenella - + - + + - - + - - - - + + - - + + - а Simboluri:+=> 90% din tulpini pozitive; d=11-89% din tulpini pozitive; -=> 90% din tulpini negative; V=diferente între specii în cadrul genurilor, b Escherichia coli inactiv: doar 5% din tulpini produc gaz din glucoză sau sunt mobile, c Hafnia: reacții la 30°C d Klebsiella rhinoscleromatis nu decarboxileaza lizină, nu fermentează lactoza, nu produce b-galactozidază și nu crește pe mediul Simmons e HOLMES (1998) comunică reacție negativă f HOLMES (1998) comunică reacție pozitivă g Salmonella enterica serovar Paratyphi A este lizin negativă și numai 10% din tulpini produc H2S în mediul TSI h Salmonella enterica serovarurile Typhi și Paratyphi A sunt ornitin negative și nu produc gaz din glucoză i Salmonella enterica servovarurile Gallinarum și Pullonim sunt imobile j Uzual negativ la Ж, variabil la 25°C к Holmes (1998) comunică reacție pozitivă • Notă Pentru detalii suplimentare vezi Farmer J, 1,, Farmer MI, Holmes B, The Enterobacteriaceae, general Characteristics p 1317 -1350 în Topley Wi Ison’s Microbiolgy ani Infectiiens, Bacteriology, voi 11, by Barriello S P, Murray R P , Fuke S G eds Hodder Arnold -ASM press -2006 x) o w IZOLARE - IDENTIFICARE ENTEROBACTERIACEAE PRELEVAT IZOLARE - Sânge 1 - Măduvă osoasă 1 - Puncții aseptice T - Colecții închise - Tampoane plăgi - Agar simplu 2% - Agar sânge Urină Uroc cant - Agar sânge - MC sau EMB - B Gram negativ COLONII IZOLATE - Materii fecale - Bilă - Probe necroptice - Alimente suspecte - Lichid de vomă •Medii de îmbogățire - MK - Selenit—| •Medii selective MC, EMB L►Medii cromogene ISMID I Rambach PRELUCRARE (omogenizare, triturare, centrifugare etc ) CULTURĂ INTERMEDIARĂ (SUSPENSIE DENSĂ) SISTEME Л MULTITEST ► KIT-URI MICROTEST MEDII MULTITEST (TSI + MILF/MIU etc) r-*- BIOCHIMICĂ - TESTE CONVENȚIONALE/ ÎNCADRARE GEN/SPECIE ÎNCADRARE DE SPECIE/TIP - Bacteriofagică (lizotip) ТІРГ7Д1?В - Bacteriocinică (bacteriocinotip) 11PIZAKE Biochimică (biotip) - Antibiotice (rezistotip) - Moleculară, genetică (ribotip, tip plasmidic etc ) Fig 31-1 Algoritmul izolării și identificării Emerobacteriaceae-Xm O schemă preconizată pentru diferențierea preliminară a principalelor grupări de patogeni enterici bazată pe asocierea TSI-MILF este prezentată în tabelul 31 -6 Prin aceste asocieri, diferențierea principalelor grupări de Enterobacteriaceae întâlnite în patologie se realizează în 18-20 ore Enteropatogenii majori - Salmonella, Shigella, Yersinia și Escherichia coli - pot fi identificați antigenic direct de pe TSI în 1-2 ore De pe același TSI putem face repicări pentru testarea sensibilității la antibiotice 704 Tabelul 31 -6 Familia Enterobacteriaceae: identificarea preliminară3 Genul Mediul T S I Mediul M I L F Urează L „ Citrat (Simmons) Acid 8 - g 8 Gaz ei r § •s 8 o «5 U Mobilitate Îndoi 1 5 o 1 c N Fenilalanin-dezaminază Escherichia 4- +b - 4-c +b +4 4- - - - Shigella 4- - - - - V - - - - Salmonella 4- +e +f - 4-8 - +f - - Citrobacter 4- 4- V 4- 4- V - - d 4- Klebsiella 4- 4-’ - 4-1 - V 4-J - V 4-* Enterobacter 4- 4- - 4- 4- - V - V 4- Hafnia 4- 4- - - + 22°C - 4- - - - Serratia 4- V - V 4- - 4J - - 4- Proteus + 4- - 4- V - 4- 4- V Providencia 4- V - - 4- 4- - 4- V V Morganella 4- 4- - - 4- 4- - + + - Yersinia 4- - - V + 22°-30°C V - - 4- - 8 Simboluri: + - majoritatea tulpinilor pozitive; - - majoritatea tulpinilor negtive; V variații în funcție de specie b Cu excepția E coli inactiv c Escherichia fergusonii și majoritatea tulpinilor de E vulneris și E coli inactiv nu fermentează lactoza/zaharoza d Exceptând E vulneris e Exceptând serovarurile Typhi și Gallinarum de У enteerica f Exceptând serovarul Paratyphi A de S enterica g Exceptând serovarurile Gallinarum și Pullorum de 5 enterica b Exceptând serovarurile Typhi, Paratyphi A, Gallinarum și Pullorum de S enterica : Exceptând K rhinoscleromatis j Exceptând Serratia plymuthica k Tulpinile de P myxqfaciens nu produc H2S, iar cele de P penneri produc doar în proporție de 30% • Sistemele microtest simt baterii de teste biochimice livrate „gata de folosit'4 în truse variabile ca extindere - 12, 20 și chiar 100 teste ~ și în consecință diferite și ca performanțe Multitudinea lor face dificilă alegerea Avantajele și dezavantajele sunt greu de evaluat, însă cerințele diagnosticului au impus sistemele cu citire rapidă: 4-6 ore Există truse cu execuție manuală și interpretare vizuală și sisteme în întregime automatizate Interpretarea codificată și respectiv computerizată a reacțiilor permite o încadrare taxonomică cu mai multe nivele de probabilitate 705 în alegerea sistemului trebuie avute în vedere mai multe caracteristici dintre care menționăm manoperele de execuție, incubare, citire/interpretare, rapiditatea citirii reacțiilor, modul de interpretare a rezultatelor, gradul de instruire a personalului executant, capacitatea de diferențiere a grupelor taxonomice și, bineînțeles, costul pe ansamblu (truse și manopere) 31 1 7 Tipizarea antigenică și alte teste de identificare definitivă a enterobacteriaceelor Pentru identificarea enterobacteriaceelor trei tipuri de antigene sunt importante: antigenele „0“ (somatice), antigenele „K“ (de înveliș) și antigenele „IP (flagelare) Tabelul 31-7 sintetizează principalele caracteristici ale acestor antigene, fiecare constând dintr-o multitudine de factori ce se constituie în scheme de identificare antigenică Sunt descrise scheme antigenice pentru toate grupele taxonomice implicate mai frecvent în patologia umană • Antigenele „0“ sunt localizate în stratul extern al peretelui bacterian de unde și numele de „somatice44 în schemele antigenice reprezintă „antigenele de grup”, specificitatea lor fiind dată de porțiunea polizaharidică din complexul structural lipopolizaharidic (LPS) format din trei părți: - Lipidul A, asemănător la toate enterobacteriaceele, responsabil de activitățile toxice ale complexului - Miezul polizaharidic format din unități oligozidice diferite - Polizaharidele specifice constituite din lanțuri lungi și ramificate (lanțurile de locuri specifice), formate din unități oligozidice (4-6 monozaharide) repetitive, caracteristice și terminate frecvent prin dideoxihexoze, dintre care unele întâlnite numai la enterobacteriacee (paratoza, colitoza, tiveloza, abequoza etc ) Sinteza acestor antigene este codificată cromosomal, orice mutații ale genelor responsabile determină deficite enzimatice care afectează ansamblul complexului Apar astfel antigene degradate, cunoscute ca antigene „R“ Prezența acestora face ca tulpinile să-și piardă specificitatea „0“ și să aglutineze spontan în soluții saline izotone ori în soluție de acriflavină 1/500 ’ în schemele antigenice fiecare specificitate „0“ este^ desemnată printr-un factor Unul sau mai mulți factori definesc un grup antigenic „ОТ în interiorul acestor grupe se încadrează tipurile antigenice (serovarurile) desemnate prin antigene „H“ sau „KT • Antigenele „KT (capsulare) maschează prin prezența lor antigenele „O” atunci când sunt bine reprezentate și alcătuiesc un înveliș continuu Structura polizaharidică lineară cu unități oligozidice repetitive le conferă o specificitate mai puțin strictă decât a antigenelor „0“ Notate diferit „KT la Klebsiella și Escherichia, cu variante L, А, В la Escherichia, В Ia Shigella, Vi la Salmonella serovar Typhi și la Citrobacter, au proprietăți fizice structurale și imunogene care le individualizează Antigenele „K“ la Klebsiella și Escherichia sunt determinante de tip, iar antigenul Vi, caracteristic pentru Salmonella ser Typhi este indispensabil pentru tipizarea bacteriofagică a acestui serovar fiind receptor pentru fagii litici Determinarea prezenței antigenelor „KT prin reacții de aglutinare este relativ laborioasă (excepție antigenul Vi) și necesită confirmări în tub sau prin umflarea capsulei în prezența serului specific Au mai fost supranumite și „antigene de virulență44 întrucât prezența lor exacerbează activitățile patogene in vivo (efect leucopenic, asigură supraviețuirea intramacrofagică, crește letalitatea experimentală la șoarece) 706 (continuare) Principalele caracteristici ale antigenelor la familia Enterobderiacece Antigenele Denumirea Localizarea Natura/structura Proprietăți fizico-chimice Importanța în tipizarea antigenică Implicații patogenice Caracterele aglutinării Somatice „0“ complete „R" degradate Peretele bactereian stratul extern Complexa protemo-lipido-polizaharidică Polizaharidul este suportul specificității antigenice: «Polizabarid complet= antigene „0" specifice «Polizaharid degradat= antigene „P? nespecifice Termorezistente (IhlaWC) Acidorezistente Akoolorezistente Sensibile la formol Au specificitate de grup Endotoxina responsabilă de: ♦ Pirogenitate, • Soc endotoxinic etc «nccrozonată Aglutinare tardivă (1-3 min pe lama/ 20 h în tub), fină, grunjoasă, aderentă, se disociază greu De înveliș Generica „K“ Particulară diferă cu genul: Salmonella Ж ttl x Escherichia X,L,A B Glicocalix Prezența lor poate „masca" antigenele "0” (tulpini 0 inaglutinabile) Polizaharidică complexă, neramificată lipsită de miez lipopolizaharidic Termorezistență variabilă: „Vi" termodegra-dabil la 100°C A termorezistent inactivat la 120°C L, В termodegra-dabile la 100T (tulpinile redevin „0“ aglutinabile) Rezistente la alcool și formol Salmonella: identifică ser Typhi Escherichia: antigene adițio nalept definirea grupelor și serovarurilor Klebsiella: definirea sero-varurilor „K“ Factori de virulență Efect antifago-citar Asigură supraviețuirea și multiplicarea în macro-fage (ser Typhi) Ibidem Flagelare X Salmonelele au variație de fază H1-H2 Flageli Flagclină: proteină con-tractilă cu greutatea moleculară de 40 000 Termodegradabile 1аГ100°С Rezistente la formol Au specificitate de tip; definesc serovarurile Necunoscute Rapidă (1 min pe lamă/2 h în tub), voluminoasă, pufoasă, disociază ușor la agitare • Antigenele „H“ (flagelare) lipsesc la enterobacteriaceele imobile {Shigella, Kleb-siella} și la tulpinile imobile ale diverselor specii: E coli, Salmonella serovarul Galinarul/ Pullorum Sunt constituite din flagelină, proteină cu greutate moleculară de peste 40000 și structură asemănătoare miozinei Antigenele „ET sunt în consecință termodegradabile, dar sunt prezervate prin formolare 5%o Puternic imunogene, au o specificitate antigenică foarte strictă de „tip“ și definesc serotipurile în cadrul grupelor „0“ La genul Salmonella prezintă variație de fază, fenomen de expresie genetică a două grupuri de gene cu funcționare alternă la indivizi provenind dintr-o singură clonă Practic, de la o generație la alta, antigenul se poate schimba și în consecință o cultură poate fi constituită numai din bacterii în faza HI, numai în faza H2 sau, frecvent, în ambele faze Individul bacterian exprimă însă o singură fază în practica identificării antigenice determinăm inițial factorii „O“, prin reacții de aglutinare pe lamă cu antigene inactivate termic (fierberea culturilor 60 minute) sau alcool (suspensionare în etanol 85° timp de 2 ore, separare și resuspensionare în soluție salină izotonă), care permit încadrarea într-un grup serologic în continuare, în interiorul grupului identificăm factorii de tip „H“ prin aglutinarea în tub a culturilor în bulion formolate 5%o (inactivarea prin formol durează minimum 6 ore) Antigenele „K“ se determină prin aglutinare pe lamă sau în tub a culturilor vii ori inactivate termic după tipul antigenului urmărit Scheme de tipizare serologică vor fi menționate la grupările de interes clinic major în prezent există scheme de tipizare serologică pentru majoritatea enterobacteriaceelor de interes medical Ele sunt folosite numai în Centrele Naționale ori Internaționale de Referință Curent, în laboratoarele clinice se practică serotipia la Salmonella, Shigella, Escherichia, Yersinia Numărul mare de seruri aglutinante este dificil de manipulat De aceea practica de diagnostic curent a fost restrânsă numai la identificarea serovarurilor importante clinic sau epidemiologie de Salmonella (Typhi, Paratyphi A, B, Typhimurium, Enteritidis) Escherichia coli (numai patotipurile EPEC, ETEC și EHEC), Shigella și Yersinia (numai Y enterocolitica 03 și 04, Y pseudotuberculosis tip I) Valoarea serovarurilor ca markeri epidemiologici este dictată de capacitatea de discernământ: satisfăcătoare pentru serovaruri cu circulație restrânsă, nesatisfacătoare pentru cele cu largă circulație frecvent generatoare de mari focare epidemice în acest ultim caz apelăm la metode de diferențiere intraserovar: lizotipia, bacteriocinotipia, rezistotipia și, mai recent, metode genotipice Acestea vor fi prezentate la descrierea fiecărui gen în parte 31 1 8 Tehnici alterne, neconvenționale de identificare a enterobacteriaceelor Recent au fost cercetate posibilități alterne de identificare rapidă a enterobacteriaceelor direct în prelevat, înainte de a avea rezultatul investigărilor prin metode convenționale (izolare, identificare) Prezența unui număr imens de entități taxonomice în materiile fecale limitează însă foarte mult aplicarea investigării directe a prelevatului prin metode alterne Latex aglutinarea ca metodă rapidă de triaj a fost promovată pentru enterobacteriaceele patogene Rezultatele sunt remarcabile la detectarea shigelelor care sunt prezente în număr mare în scaunul din perioada de stare a bolii 708 La genul Salmonella vor fi prezentate și alte metode de detectare alternă atât în prelevate umane, dar mai ales în alimente Determinarea prezenței unor grupe de enterobacteriacee prin metode genetice direct în prelevat, este încă puțin utilizată deoarece: • Practicile actuale de diagnostic „fenotipic" sunt larg accesibile și convenabile ca acuratețe și fiabilitate Durata lungă a identificării, de 2-4 zile, a fost redusă Ia 1-2 zile prin introducerea microtestelor rapide • In majoritatea prelevatelor clinice și alimentare, enterobacteriile „patogene" coexistă cu o multitudine de alte specii din aceeași familie sau din grupări taxonomice îndepărtate „Selectarea" și amplificarea materialului genetic în scop diagnostic este foarte dificilă Pentru unele produse alimentare cu floră săracă sunt preconizate și chiar utilizate sonde genetice de detectare a salmonelelor Standardele alimentare nu au agreat încă asemenea tehnici „Identificarea44 genetică direct pe colonii caracteristice ori din mediile de îmbogățire este o alternativă care poate deveni o metodă curentă pentru patogenii enterici 31 IA IDENTIFICAREA GENURILOR ESCHERICHIA-SH1GELLA Luând în considerație studii de hibridare DNA-DNA și o suită de caracteristici fenotipice Hoit et al (1994) grupează cele două entități taxonomice înrudite, Escherichia și Shigella, într-un singur gen, numit încă, din considerente istorice, Escherichia-Shigella Altwegg și Bockemuhl (1997) și Farmer (1996) acceptă acest punct de vedere și tratează cele două entități împreună, deși le definesc separat în Manualul lui Bergey de Sistematică Bacteriană aceste genuri sunt însă reconsiderate ca genuri separate 31 1A 1 Minidefiniții 9 Escherichia este o grupare de enterobacteriacee deobicei mobile, care produc gaz din glucoză, fermentează lactoza ori produc prompt b-galactozidază, produc indol și, în mare parte, lizindecarboxilază Utilizează acetatul de sodiu, dar nu cresc pe medii cu citrat ca unică sursă de carbon (Simmons) Nu produc H2S în mediul TSI, nu produc urează și fenilalanindezaminază; nu lichefiază gelatina, Shigella reunește enterobacteriacee imobile foarte asemănătoare cu Escherichia, însă, spre deosebire de aceasta, fermentează glucoza fără gaz, nu produce lizindecarboxilază, unele grupe produc indol și b-galactozidază și utilizează acetatul de sodiu numai ocazional Practic se diferențiază foarte greu de Escherichia coli inactiv (imobilă) 31 IA 2 Considerații taxonomice 9 Tabelul 31-8 redă comportamentul exoenzimatic caracteristic genului Escherichia-Shigella Este de remarcat că E coli inactiv ca și tulpinile imobile din toate celelalte specii sunt greu diferențiate de Shigella Utilizarea serurilor anti-Shigella tranșează încadrarea în aceste situații, motiv pentru care speciile de Shigella sunt considerate de unii autori „serovaruri44 Tabelul 31-9 include testele biochimice pentru diferențierea acestor serovaruri 709 babele Caracterele exoenzimatice ale speciilor din genul Escherichia-Shigella Testul3 Escherichia Shigella E coli normal ,s g Iri E fergusonli c g 'Й *Ș cri S fri o' CQ S e Й ;-S 3 o • • • Subgrup D •V ,Vrf/Uu І îndoi 98 80 98 99 0 0 50 Lizindecarboxilară 90 40 95 6 85 100 0 Omitindecarboxilază 65 20 100 100 0 100 1 98 Gaz din glucoză 95 5 95 97 97 100 2 0 Lactoză 95 25 0 45 15 0 0 z Zaharoză 50 15 0 45 15 0 0 Manitol 98 93 98 100 100 0 93 99 Adonitol 5 3 98 0 0 0 0 0 Sorbitol 94 75 0 0 1 0 30 — Celobioza 2 2 96 78 30 0 2 u Acetat, utilizarea 90 40 96 78 30 0 2 0 Mobilitate 95 5 93 99 100 0 0 0 ONPG 95 45 83 98 100 0 2 90 a Procentul tulpinilor cu test pozitiv b Shigella dysenteriae (subgrupa! A) este manitol negativa Tabelul^- Diferențierea speciilor și serovarurilor de Shigella Testul3 Shigella dysenteriae Shigella flexneri Shigella boydii Shigella sorinei îndoi (excepție serovarurile 2, 7, 8) d d - Omitindecarboxilază (excepție serovarul 6) (excepție serovarul 13) + Manitol - 4- 4- Xiloză (excepție serovarurile 8, 10) (excepție serovarurile 2, 4, 9, 12, 13, 15) - Rhamnoză (excepție serovarurile 2, 7) — (excepție serovarurile 2, 4, 9, 12, 13, 18) ONPG b - - a Simboluri: + = > 90% din tulpini pozitive; - = > 90% din tulpini negative; d = U-89'r; din tulpini pozitive h 5 dysenteriae 1 este pozitivă; ocazional tulpini din alte serovaruri pot Я pozitive 710 31 1 A 3 Habitat și implicații în patologie Speciile de Escherichia sunt componente ale microbiotei intestinale a omului și animalelor cu sânge cald, cu excepția E blattae izolată numai de la insecte (gândaci de bucătărie) Escherichia coli este bacteria cel mai frecvent implicată în patologia infecțioasă modernă Escherichia hermanii, E fergusonii și E vulneris au fost semnalate numai ocazional în diferite infecții Toate speciile de Shigella, găzduite numai de om și de primate, sunt recunoscute ca enteropatogene frecvent cauzatoare de aspecte epidemice în țările subtropicale și tropicale în țările temperate au o răspândire endemică, marcată însă uneori de pusee epidemice 31 IA 3 1 Escherichia coli Eterobacterie condiționat patogenă cu numeroase fenotipuri patogene (patotipuri) Gene cromosomale, dar mai ales reasortarea a variați factori de patogenitate prin transfer plasmidic și conversie lizogenică determină la această bacterie condiționat patogenă constituirea numeroaselor sale patotipuri diareigene și uropatogene 1) Patotipurile diareigene de E coli recunoscute sunt în număr de 6: enterotoxigen (ETEC), enterohemoragic (EHEC), enteroinvaziv (EIEC), enteroagregativ (EAggEC) enteropatogen (EPEC) și enteroaderent difuz (DAEC) în tabelul 31-10 sunt grupate principalele caracteristici ale acestor fenotipuri pe criterii clinice și de agresivitate Modalitățile prin care este alterat transportul de electroliți la nivelul intestinului pot fi determinate de: - toxine: ETEC, EHEC, EAggEC; - aderența la celulele epiteliale intestinale: EPEC, DAEC; - invazia celulelor epiteliale: EIEC; - combinarea acestor factori Exceptând EIEC, care are un mecanism identic de invazie cu Shigella, celelalte patotipuri de E, coli au o fază inițială de adeziune Ia epiteliul intestinal, urmată sau nu de colonizarea intestinului în cazul ETEC factorii de colonizare menționați nu reprezintă nici jumătate din numărul posibil de adezine De origine fimbrială sau proteic-membranară, acești factori au structuri caracteristice care realizează fixarea pe enterocite Dintre ei numai factorul Longus este caracteristic pentru ETEC Intimina, o proteină adezivă, a fost semnalată la EHEC, EPEC și, probabil, și la alte patotipuri, iar pilina întâlnită numai la EAggEC este structura proteică a unor pili care formează grupuri de agregare cu celule intestinale Numai proteinele afimbriale întâlnite la DAEC au un suport genetic cromosomal Toți ceilalți factori de aderență sunt mediali plasmidic Receptori celulari pot fi resturile 711 N ШкІЛ-ІО Patotipuri intestinale de Escherichia coli: principalele caracteristici'1 Caracteristici Enterotoxigen (ETEC) Enteroliemoragic (EHEC) Enteroinvaziv (EIEC) Enteroagregaliv (EaggEC) Enteropatogen (EPEC) Enleroaderent difuz (DAEC) Clinice * diaree Apoasă, Apoasă; colită lie- Dizenteriformă Apoasă persistentă Apoasă persistenta Apoasă, persistentă holeriformâ moragică; sindrom hemoragie uremie • vârsta de risc 1 an și bătrâni Copii/adulți Copii 6 luni 2-6 ani, adulți • localizarea Intestinul subțire Colon Colon Intestinul subțire Intestinul subțire, Colon intestinală colon, rect Fenotipice • Serogrupe „0“ 6,8, 12, 15,20, 26, 111, 113, 28,29,112,124, 1,3,5,15,44, 26,55,86,111, 11,15,18,21, 25 27,63,78,80, 128,145,157 136,143,144,152, 77,78,86,91 114,119,125, 75,83,128 85, 92, 128,148, 164,167,173 92, 111, 113, 126, 127, 128, 153,159,167 126,141,146 142,158 • Factori de virulență - Adeziune h, F( Intimina - agg - AAF 1 Pilina, intimina afa, AIDA, (CFA 1, CFA II) F 1845 - Toxine LT 1, Sta SLT I, SLT II EALT, EAST 1, 107 - - - Invazine - - ipa H - - - Codificare genetică Plasinidică pentru Fag lizogenic Plasinidică pentru Plasinidică pentru Cranosomală pentru ambele toxine și AAF 1 BFP F 1845; plasmidică factori de adeziune pentru adezina ața a Legenda: AAF = Factor de aderență agregativă BFP = Pili cae formează legături CFA = Factori de colonizare, antigen al agg = Gene care codifica AAF I afa = Gene care codifică adezine afimbriale AIDA = Adezina implicată în adeziune difuză ipa H = Gena de invazivitate F 1845 = Fibriile 1845 (de colonizare) LTI = Toxina termolabilă Sta = Toxina termostabila SLT LII = Toxine Shiga like LII (ori verotoxine: VT 1, VT 2) EALT = Toxina termolabilă produsă de EaggEC EAST 1 = Toxina teremostabilă produsă de EaggEC CS = Colonizator de suprafață, antigen sialil sau gangliozidul asialo GM1 în cazul CFAI și CFAII Dar în majoritatea cazurilor acești receptori nu sunt cunoscuți încă Fazei de adeziune îi urmează agresiunea celulară caracteristică fiecărui patotip (Tabelul 31-11) Tabelul 31-11 Tipuri de antigene fimbriale la Escherichia coli (după Orskov) Tipul de antigen fimbrial Denumiri anterioare Asocieri patologice Fi Tipul I Antigene fimbriale comune f2 CFA I ETEC la om F3 CFA II ETEC la om f4 К 88 ETEC la porc f5 К 99 ETEC Ia bovine F6 К 987 ETEC la porc f7 С 1212 ITU la om F8 С 1254-79 ITU la om f9 3669 ITU la om Fio С 1960-79 ITU Ia om Fu С 1976-79 ITU la an F12 С 1979-79 ITU la om i) Escherichia coli enterotoxigen (ETEC) este agentul frecvent al unui sindrom diareic holeriform la copii în țările subdezvoltate și determină „diareea călătorilor44, boală cunoscută Ia adulții din țările economic dezvoltate care călătoresc în ariile endemice ale acestui patotip La om cele două tipuri de enterotoxina - temiolabilă, LT I (imunogenă), și temiostabilă, STa (neimunogenă) — produse de ETEC sunt capabile să inducă o secreție activă de lichid în lumenul intestinal fără ca enterocitul să sufere alterări morfologice vizibile Există numeroase teste pentru evidențierea enterotoxinelor și enterotoxigenezei atât LT I, cât și STa (tabelul 31-12) Imunogenitatea ridicată a LT I a determinat o proliferare a metodelor imuno-radiometrice, imunoenzimatice, latex aglutinante, coaglutinante etc Difuzarea largă a imunokit-urilor comerciale ELISA pentru LT I a dus la abandonarea modelelor in vivo și chiar a metodelor imunodifuzimetrice (testul Biken) ii) Escherichia coli enterohemoragic (EHEC) produce, prin conversie lizogenică, toxinele SLTI și SLTII, structural asemănătoare toxinei Shiga (de unde și denumirea Shiga-like-toxins ~ SLT) După activitatea lor patogenă asupra celulelor VERO, mai sunt numite și Verotoxine (VT) Toxina SLT II este produsă singură sau în asociere cu SLT I de 97% dintre tulpinile EHEC Identificarea EHEC o facem (Tabel 31-12) prin încadrarea în serogrupul 0157 (H7 pozitiv sau negativ) și uneori 026 sau 0111 și determinarea: - capacității citotoxice asupra celulelor VERO; - genelor care codifică SLT I și SLT II; - genei eae A care codifică intimina (proteina responsabilă de adeziunea celulară) iii) Escherichia coli enteroinvaziv (EIEC) determină un sindrom diareic dizenteriform Capacitatea invazivă a enterocitelor este codificată plasmidic 713 sj £ TabdulM Identificarea patotipurilor diareigene de Escherichia coli Patotipul Metode in vivo Metode in vitro încadrare în serogrupe Efect citopatogen Metode genetice Metode imunologice ETEC Iepure: - Ansă ilcală ligaturata - Factorul de permeabilitate cutanată Șoarece nou născut: - Inocularea intragastrică Neconcludentă pentru încadrarea în patotip Efect citopatogen pe celule: - CHO (globulizare) - Y1 (picnoză) Amplificare genică (PCR); Detectarea genei toxinei termolabile LT1 (li /) Detectarea genei toxinei termostabile ST (st!) Pentru LT 1: ■ Latex aglutinare - Elisa - Imunodifuzie (testul Biken) Pentru ST: - Elisa EHEC Purcel: - Enterocolita hemoragică letală Ser O157:H7 (aglutinare; coaglutinare; latex aglutinare) Efect citopatogen pe celule Vero Leziuni de tipul A-E (aderență, ștergere a microvililor) Amplificae genică (PCR): Detectarea genelor SLT (Ш): - direct în scaun eae A - în colonii izolate pe agar Mac Conkey cu sorbitol Lataex aglutinare și Elisa pt detectarea separată a toxinelor: - SLT 1 -SLT 2 Seroneutralizarea efectului citotoxic pe celule Vero EIEC Cobai: inoculare in sacul conjunctival (testul Sereny) Aglutinare/ latex aglutinare cu seruri polivalente și monovatente: 28,29, 124, 136, 143, 144, 152, 164, 167 Efect citopatogen pe celule HeLa: dezvoltare intracelulară Amplificare genică (PCR): Detectarea genei ipa H - EajgEC Neconcludentă pentru încadrarea în patotip Efect citopatogen pe: Hep-2: agregare pe suprafața celulelor; HeLa: ibidem Amplificae genică (PCR): Detectarea plasmidului EAggEC EPEC Aglutinare cu seruri polivalente și monovalente OK: 26,55,86,111,114, 119, 125,126,127, 128, 142,158 Efect citopatogen pe celule: Hep-2: aderență difuză și leziuni de tip A-E (aderență, ștergere a microvililor): HeLa: ibidem Amplificare genică (PCR): Detectaea operonului afa Detectarea genei гае A DAEC - Neconcludentă pentru încadrarea în patotip Efect citopatogen pe celule: HeLa: nediferențiat CaCo 2: diferențiat (aderență difuza) Amplificare genică (PCR): Delectarea grupului de gene afa - Procesul invaziei, ca și la Shigella, are 4 faze: • Penetrarea EIEC în celulele M din mucoasa colonului, • Captate din aceste celule de către macrofage, bacteriile se eliberează subepitelial și se atașează de suprafața bazolaterală a celulei intestinale, care le endocitează • Bacteriile se multiplică activ intracelular și intercelular și sunt larg răspândite în submucoasă prin intermediul fagocitelor în care supraviețuiesc • Moartea celulelor intestinale, ca urmare a blocării sintezei proteice și subsecvent a leziunilor citoplasmice ireversibile determină ulcerațiile tipice pe fond inflamator Identificarea EIEC se poate face in vivo și in vitro: In vivo, testul Sereny constă din inocularea unei mari cantități de bacterii (aproximativ IO9 UFC) în sacul conjunctival la cobai Apariția unei kerato-conjunctivite purulente în 1-3 zile este relevantă pentru activitatea enteroinvazivă atât la EIEC, cât și la Shigella In vitro enteroinvazivitatea o determinăm indirect: prin încadrarea într-una din grupele serologice cu ajutorul serurilor imune specifice (Tabel 31 12) sau prin detectarea genei plasmidice ipa H cu ajutorul reacției de amplificare genică (PCR) iv) Escherichia coli enteroagregativ (EAggEC) manifestă particularitatea de a se lega „agregativ“ de enterocite La unele tulpini a fost evidențiat un factor AAF/1 (Aggregative Adherence Fimbriae I) similar BFP produs de tulpinile EPEC (vezi mai jos) Gena agg, care codifică AAF/I este plasinidică și poate fi depistată prin reacție de amplificare genică Capacitatea tulpinilor EAggEC de a invada țesuturile a fost demonstrată în culturi de celule HeLa în prezența lectinei, EAggEC intră în celulele HeLa procesul fiind dependent de tirozinkinază La EAggEC a mai fost identificată și o enterotoxină termolabilă, EALT, antigenic înrudită cu hemolizina de E coli, dar fără activitate hemolitică v) Escherichia coli enteropatogen (EPEC) a fost incriminat în etiologia unor pusee epidemice de diaree malignă la copii sub vârsta de 1 an în perioada 1940-1960 Ulterior incidența acestui patotip a scăzut mult în Europa și America de Nord, dar rămâne încă o etiologie de vârf în diareea copilului mic în țările în curs de dezvoltare în lipsa unui model adecvat incriminarea etiologică a EPEC o facem indirect prin încadrarea într-unul din cele 12 serogrupe menționate în tabelul 31-12 în ultimul deceniu, progresele în patogeneza moleculară au elucidat mecanismul de acțiune al EPEC Până în prezent la acest patotip nu a fost evidențiată o toxină Leziunile caracteristice asupra celulelor epiteliale intestinale sunt de tip A-E (Aderence-Effacemen fy aderență-ștergere, respectiv aderarea fermă în unele arii la suprafața celulelor, colonizarea intestinală și apoi „ștergerea1' microvililor într-o primă etapă EPEC aderă strâns de enterocit Sub bacteriile atașate citoscheletul celular se modifică, iar membrana „îmbrățișează" bacteriile aderente într-un suport caracteristic, ca o cupă Suportul poate rămâne la locul formării sau suferă o translocare Aderarea EPEC de membrană se realizează printr-о adezină fimbrială BFP (Bttndle-Forming-Pilus), care facilitează formarea de microcolonii aderente Genele care codifică BFP, bfp A și dsp A, sunt localizate în plasmidul EAF (EPEC Adherence Factor) și respectiv în cromosom Un mănunchi de trei gene cromosomale - locusul LEE respectiv eae A (E coli attaching and effacing), esp В (EPEC - secretar protein) și sep (E coli secretion of 715 protein) participă la realizarea leziunilor celulare într-un stadiu ulterior Gena eae A codifică o proteină intimina, asemănătoare invazinei de la Yersinia pseudotuberculosis, care participă la apariția leziunilor A-E; rolul ei diareigen a fost demonstrat pe voluntari umani Produsul genei esp В qsIq necesar de asemenea aderării strânse de celulă, promovează fosforilarea tirozinei din proteinele celulei gazdă la locul aderenței și induce fluxul de Са2т și inozitol fosfat Creșterea nivelului Ca determină rearanjarea citoscheletului, formarea cupei și ștergerea microvililor în plus această genă esp В intervine în intemalizarea bacteriilor în celulele intestinale Genele sep sunt și ele implicate în fosforilarea proteică și rearanjarea citoscheletului celular într-un al treilea stadiu, intimina amplifică adeziunea celulară și prin participarea altor proteine, extinde leziunile de ștergere a microvililor Sindromul diareic poate fi explicat cel puțin prin dispariția microvililor, fapt ce reduce capacitatea de retrorezorbție a mucoasei Detectarea prezenței genei eae A prin PCR tinde să înlocuiască reacția de identificare antigenică a serogrupelor EPEC, care își pierde din semnificație întrucât enteropatogenitatea a fost semnalată și la alte grupe serologice decât cele clasice vi) Escherichia coli difuz aderent (DAEC) are rol diareigen controversat întrucât singurul factor de virulență cunoscut la acest patotip este aderarea difuză de celulele HeLa și de celule epiteliale intestinale în culturi Adezinele identificate la DAEC sunt factorul F 1845, Afa D și Afa E Adezina Afa D promovează intemalizarea bacteriilor în celule și a fost supranumită invazină Aderența difuză și invazia celulară ar sta la originea sindromului diareic produs de acest patotip Determinarea fenomenului de aderență difuză pe culturi de celule nediferențiate HeLa ori diferențiate Caco-2 și a prezenței grupului de gene afa prin PCR sunt metodele de identificare a DAEC 2) Patotipurile urinare de E coli E coli este de departe cel mai frecvent agent etiologic (peste 80%) al infecțiilor tractusului urinar (ITU) Condiția gazdei este factorul primordial ce contribuie la instalarea ITU Diabetul, imunodeficiențe constitutive ori dobândite, malformațiile colonului, uropatiile obstructive, refluxul vezico-ureteral, sarcina cresc receptivitatea gazdei la ITU în uropatogenitate este admisă și prezența unor factori genetici: respectiv a receptorilor pentru adezinele tulpinilor uropatogene (vezi mai jos) Factori de uropatogenitate recunoscuți la E, coli sunt: • Adezinele Importanți liganzi ai E coli sunt fimbriile Pap (Pili associated with pyelonephritis) numiți și pili P pentru că au ca receptori antigenul de grup sangvin P prezent nu numai pe hematii, ci și pe uroepiteliu sau în mucusul urinar Escherichia coli uropatogenă are și adezine afimbriale cum sunt adezinele Dr, care au ca receptor antigenul de grup sangvin Dr • Hemolizina, prevalentă la tulpinile izolate din ITU superior, este codificată plasmidic și acționează ca citotoxină calciu-dependentă • Aerobactina este un chelator de fier prezent la peste 75% din tulpinile izolate din ITU superior; permite multiplicarea E coli în condițiile feriprive ale tractusului urinar sau mediului intern • Factorul citotoxic necrozant I (CNF I) este o toxină proteică (monomerică) ce determină dermonecroză la iepure și formarea de celule multinucleate în unele linii celulare (HeLa, VERO, CHO) Prin efectul său citopatogen CNF Ipoate facilita răspândirea bilaterală a tulpinilor uropatogene din tractusul urinar spre și din torentul sangvin 716 • Antigenele „O“ în mod particular 8 serogrupuri au fost mai frecvent întâlnite printre tulpinile uropatogene: Ol, 02, 04, 06, 07, 016, 018 și 075 Antigenele „O" cresc persistența bacteriilor în tractusul urinar • Antigenele capsulare Studii epidemiologice au evidențiat prevalenta unui număr restrâns de antigene К în infecțiile urinare: K1, K2, K 5, K13 și K51 Se pare că tulpinile nefritogene produc mai mult antigen K, fapt ce imprimă infecției o severitate mai mare 31 IA 3 2 Shigella ca patogen intestinal Dizenteria bacilară, boală specific umană, este caracterizată printr-un sindrom diareic muco-sangvinolent Dizenteria capătă rareori un caracter invaziv In stări de depreciere biologică marcată poate determina septicemii Complicațiile extraintestinale (e g , tulburări neurologice, sindromul hemoragie uremie, artrita reactivă) însoțesc sindromul diareic cu o frecvență variabilă Severitatea bolii depinde de virulența tulpinilor, în general S sonnei determină forme mai blânde și mai scurte de boală Shigella flexneri cauzează însă forme mai severe, iar S dysenteriae generează frecvent evenimente epidemice extinse cu îmbolnăviri de o gravitate deosebită Transmiterea este fecal-orală și asociată întotdeauna cu un nivel igienico-sanitar scăzut Insectele (muștele) sporesc potențialul epidemigen estival Transmisia hidrică este importantă Dezastrele naturale și războaiele au fost frecvent asociate cu izbucniri epidemice de dizenterie Patogenitatea la Shigella este de tip invaziv însă exotoxinele sunt, de asemenea, implicate Prima treaptă a invaziei este atașarea, non-receptor specifică, de celula gazdă cu modificarea citoscheletului De această activitate este responsabilă o adezină semnalată inconstant și un plasmid ipa D prezent întotdeauna Ulterior două proteine ipa В și ipa C, codificate tot plasmidic, induc endocitarea bacteriei, iar liza fagosomului permite shigelelor invazia și multiplicarea activă în citoplasmă Alte două proteine codificate plasmidic, ies A și ies В favorizează apoi răspândirea intercelulară (ies = intercelullar spread) Moartea celulei survine prin inhibiția sintezei proteice realizată printr-un mecanism încă necunoscut Patogeneza ulcerațiilor mucoasei colonului este similară celei descrise pentru EIEC Toxina Striga, produsă de S dysenteriae blochează sinteza proteică Eliberată prin bacterioliză, nu are un rol în invazie, ci în patologia vasculară Prin efect citotoxic asupra endoteliului capilar determină complicațiile vasculare și producerea sindromului hemoragie uremie din shigeloze 31 1A 4 Obținerea culturii pure Obținerea culturii pure este mai laborioasă din scaunul diareic Menționăm numai că izolarea ambelor genuri Escherichia-Shigella se face direct prin însămânțarea prelevatului pe mediile de izolare: slab și moderat selective (revezi Capitolul 19) Reamintim două principii de importanță practică: • în cazul coloniilor lactoză negative de pe mediile selective repică 3-5 colonii pe mediile multitest TSI și MILE • Când pe mediile de izolare se dezvoltă numai colonii lactoză pozitive se repică minimum 10 colonii pe asocierea TSI și MILF 717 31 ІА 5 Caractere de cultivare Escherichia și Shigella sunt, ca toate enterobacteriaceele, bacterii aerobe, facultativ anaerobe care se dezvoltă optim la 37°C Exotoxinele, enterotoxinele și hemolizinele sunt, de asemenea, optim produse la 37°C Pe mediile simple, fără inhibitori, se dezvoltă prompt, în 24 de ore și formează colonii de tip „S“ ori „R“ cu caracterele menționate în tabelul 31-4 Pe agar-sânge de iepure unele tulpini de Escherichia determină hemoliză incompletă, relativ restrânsă, fără legătură cu enteropatogenitatea La E, coli uropatogen tulpinile hemolitice sunt izolate mai frecvent din ITU înalte și manifestă o tendință bacteriemică mai pronunțată Pe mediile cu inhibitori utilizate în practica izolării enterobacteriaceelor Escherichia și Shigella se diferențiază atât prin toleranța la diverși inhibitori (coloranți, săruri biliare, detergenți), cât și prin capacitatea de a fermenta lactoza sau alte zaharuri {tabelul 19-5) Escherichia dezvoltă colonii caracteristic „lactoză pozitive", iar Shigella este grupare „lactoză-negativă" tipică In consecință, Escherichia se dezvoltă bine pe mediile slab selective, suferă o inhibiție parțială pe majoritatea mediilor moderat selective și nu se dezvoltă pe mediile înalt selective Shigella se dezvoltă caracteristic pe toate mediile slab și moderat selective și nu se dezvoltă pe mediile înalt selective Atât Escherichia, cât și Shigella sunt parțial inhibate pe mediile de îmbogățire și ca urmare recomandăm ca izolarea lor să se facă direct prin însămânțarea pe medii slab și moderat selective 31 IA 6 Identificarea preliminară Identificarea preliminară are ca scop încadrarea taxonomică a izolatelor printr-un minim de teste, într-una din grupele (genuri) de patogeni enterici Pe asocierea TSI și MILF, preconizată în metodologia coproculturii, cele două grupări se comportă diferit: • Escherichia produce gaz din glucoză în cantități moderate, nu produce H2S și acidifică partea înclinată a mediului TSI (lactoză/zaharoză pozitivă) Este, în general, o grupare de germeni mobili (sunt frecvente însă și tulpinile imobile), care produce constant indol și variabil lizindecarboxilază Nu produce fenilalanindeaminază • Shigella se diferențiază prin absența producerii de gaz din glucoză și a H2S și nu fermentează lactoza/zaharoza pe TSI Este o grupare imobilă, variabil indologenă, care nu produce lizindecarboxilază și fenilalanindeaminază Această încadrare preliminară, posibilă în 18-20 ore de la repicarea coloniilor caracteristice este suficientă pentru a proceda direct de pe TSI, la o încadrare serologică prezumtivă în cazul shigelelor Teste biochimice adiționale sunt necesare în situațiile confuze determinate de tulpinile intermediare Shigella-Escherichia Recomandări mai vechi prevedeau ca pentru serogrupele EPEC încadrarea serologică cu seruri de grup „0“ să se facăprintr-o metodologie similară Existența unor patotipuri diferite de E coli impune metode diferite, aplicate concomitent Serotipia este numai una dintre ele și cu valoare mult diminuată datorită transferului factorilor genetici de patogenitate 718 31 1 А 7 Identificarea de certitudine Identificarea definitivă comportă o asociere de mai multe metode care permit încadrarea taxonomică corectă și stabilesc semnificația clinică în cazul patotipurilor de E coli (1) Identificarea biochimică Comportamentul exoenzimatic de gen al ambelor grupări este prezentat în tabelul 31-5, iar testele ce diferențiază speciile în tabelul 31-8 In tabelele 31 -9 și 31 -10 am selectat seturi de teste ce permit o încadrare corectă a ambelor grupări ca și diferențierea biochimică a speciilor de Escherichia și Shigella Stabilirea comportamentului exoenzimatic se poate efectua fie prin teste convenționale pornind de Ia culturile izolate pe TSI ori geloză înclinată, fie prin sisteme microtest așa cum ani menționat la 31 1 Cele 6 teste menționate în tabelul 31-9, indolul, omitindecarboxilaza, manitolul, xiloza, rhamnoza și ONPG, nu pot însă tranșa categoric granița dintre speciile de Shigella încadrarea serologică a dus la rezolvarea clară a unor astfel de situații limită (vezi 31 1A 2) (2) Identificarea patotipurilor intestinale de E coli în tabelul 31 -12 am grupat metodele ce pot fi utilizate pentru identificarea patotipurilor diareigene de E coli Alegerea metodelor în practică depinde de accesibilitatea laboratoarelor la unul sau mai multe mijloace de testare: Testele imunoenzimatice și latex aglutinarea s-au impus, îndeosebi prin sensibilitatea și accesibilitatea lor, pentru detectarea toxinelor la patotipurile ETEC și EHEC încadrarea serologică într-un grup „O(* este frecvent aproximativă datorită neconcordanței între activitatea patogenă și apartanența la serovar Multe tulpini aparținând grupelor O listate nu dovedesc activitate patogenă, cum de altfel tulpini aparținând altor serogrupe pot fi enteroaderente ori enteropatogene Chiar și în patotipul EHEC alături de serogrupul 0157, binecunoscut și acceptat ca patogen, au mai fost incluse recent alte două serogrupe: 026 și Ol 11 altădată acceptate ca EPEC Citotoxicitatea pe diverse linii celulare este accesibilă numai laboratoarelor mari, care le pot întreține în plus, aprecierea efectului patogen aderent (localizat ori difuz), agregativ invaziv celular, citotoxic se poate face corect numai de către specialiști cu multă experiență 31 IA 8 Tiparea Tiparea izolatelor din genul Escherichia-Shigella are o motivație particulară deoarece: • Ambele grupuri sunt implicate frecvent în etiologia unor focare epidemice de mare extindere, care necesită investigări și urmăriri epidemiologice de mare finețe • Investigația epidemiologică necesită precizări de caz sau de legături într-un focar sau într-un areal în care aceeași specie sau chiar serovar sunt larg răspândite • Stabilirea patotipului laE coli este indispensabilă diagnosticului Această specie fiind ubicuitară în microbiota intestinală, diferențierea patogenilor de nepatogeni este esențială în atribuirea semnificației clinice 719 Metodele propuse pentru tipare pot fi: metode convenționale (biotipia, serotipia, lizotipia, bacteriocinotipia, rezistotipia) și metode neconvenționale (moleculare) 31 IA 8 1 Metodele convenționale de tipare (1) Biotipia este puțin utilizată la grupul Shigella dată fiind activitatea sa metabolică modestă Testele b-gaîactozidazei (ONPG) și omitindecarboxilazei au fost propuse în sistem de triaj pentru separarea S sonnei de celelalte serovaruri - dysenteriae, flexneri și boydii - constant inactive pe aceste două teste Asemenea triaj poate fi aplicat numai în focare ori urmăriri epidemice în care S sonnei este agent etiologic deja semnalat în cazul E coli, serovarul O157:H7 (EHEC) nu fermentează d-sorbitolul Această particularitate a fost speculată în utilizarea unor medii de izolare: e g , agarul Mac Conkey cu sorbitol (AMCS) Recent sunt semnalate însă și tulpini de EHEC 0157 sorbitol pozitive, iar patotipul EHEC include și grupe serologice sorbitol pozitive (026, 0111) Aceste situații fiind relativ rare, AMCS rămâne încă un mediu util în detectarea EHEC încă din faza de izolare (2) Serotipia rămâne în continuare, datorită accesibilității, specificității și stabilității, o metodă utilă pentru tiparea ambelor grupări (i) Tiparea serologică la E coli este deosebit de complicată datorită numărului mare de antigene ce trebuie identificate și tehnicilor laborioase Antigenele O Sunt 166 factori cu specificitate de grup în schema antigenică de tipizare, alcătuită după modelul schemei Kauffmann-White de la Salmonella, grupele O sunt notate 01-0173 Un număr de 7 factori au fost scoși datorită atribuirii greșite a identității lor, astfel încât schema are discontinuități Datorită unor frecvente înrudiri cu factorii O de la Shigella, Citrobacter, Salmonella, Providencia, Yersinia recomandăm ca tiparea serologică să fie efectuată numai pe tulpini biochimic încadrate ca Escherichia Antigenul К prezent în cantitate mare poate masca antigenul O și face tulpinile respective neaglutinabile De aceea determinarea antigenelor O la Escherichia o facem prin aglutinare cu suspensii tratate termic 1 oră la 100°C, pentru a inactiva antigenele К (vezi mai jos) Antigenele H Cei 53 de factori specifici de tip notați H1-H56 (trei factori - H13, H22 și H50 - au fost retrași deoarece aparțineau unor tulpini de Citrobacter freundii), se identifică curent prin reacții de aglutinare în tub folosind culturi tinere în bulion formolat 5% Deoarece majoritatea culturilor de E coli sunt slab flagelate, stimularea motilității prin treceri repetate în geloză semisolidă (0,5%) în tuburi în formă de „U“ este necesară în prealabil Antigenele К însumează 98 factori cu specificitate de tip După rezistența lor la căldură, inițial au fost definite 3 feluri de antigen K: - A, cu structură polozaharidică, termorezistent la 100°C, inactivat după 2 ore la 120°C - В și L, termolabile, degradate la 100°C, includ o varietate de structuri de suprafață ca: fimbrii, proteine de membrană externă și polizaharide capsulare Real polizaharidele acestor antigene sunt termorezistente însă, datorită heterogenității lor, în timpul fierberii componenta polizaharidică se eluează Din cauza complexității antigenice și a tehnicilor laborioase, tipizarea E coli cu schema integrală este posibilă numai în laboratoare de referință în mod curent sunt utilizate trei seturi de seruri pentru identificarea serogrupelor O frecvent implicate în desemnarea unor patotipuri în tabelul 31-12 sunt menționați factorii „0“ ce desemnează: 720 • EPEC-O:26,55,86,111,114,119,125,126,141,146 Deoarece factorii antigenici O sunt asociați cu antigene de înveliș de tipul B, serurile aglutinante conțin deopotrivă aglutinine antifactori O și anti-factori В (seruri OB) • EIEC - 0:28, 29, 124, 136, 143, 144, 152, 164, 167 Aglutinarea o facem cu suspensii de culturi încălzite 1 oră la 100°C; inițial cu amestecuri polivalente și apoi cu seruri monovalente • EHEC - 0:157, 26, 111 Comercial sunt livrate: serul 0157, serul H7 sau serul rotai O157:H7 Pentru determinarea factorului O putem folosi culturi vii direct de pe mediile de izolare ori multitest în vederea unui triaj de calitate și apoi aglutinări în tub folosind suspensii formolate 5% pentru detectarea prezenței antigenelor H Există culturi de EHEC 0157 „H“ negative (imobile) л (ii) Tiparea serologică la Shigella în tabelul 31-13 prezentăm schema antigenică pentru definirea tipurilor serologice la Shigella Tabelul 31-13 Schema antigenică la Shigella Shigella spp Antigene Sinonime Tip/subtip Formula prescurtată , £ dysenteriae 1 - Shigella shigae Shiga kritse bacillus 2 Shigella schniitzii i 3 4 5 6 7 Shigella Large-Sachs (grup) 8 9 10 11 12 13 £ flexneri 1 a 1 b 2 a 2 b 3 a 3 b - 4 a 4 b 5 a 5 b 6 x varia у varia I 4 I 6 II 3,4 II 7,8 III 6, 7, 8 III 3, 4, 6 IV 3, 4 IV 6 V 3,4 V 7,8 VI ntă 7,8 ntă 3,4 Shigella paradysenieriae V VZ w wx z 103 (Boyd) 103Z (Reweîl și Bridges) Boyd 88, subtipuriîe biochimice Newcastle și Manchestcr X Y ■ S boydii 1-18 Shigella paradysentertae (indicative diferite) S saunei S R - Bacilul lui Duval; Bacillus ceylanensis A; Bacillus pseudodysenteriae Kruse tip E 721 în cadrul celor 4 specii (sau subgrupe) tipurile sunt determinate prin factori antigenici numerici care desemnează tipul în subgrupa S flexneri există tipuri diferențiate în subtipuri prin antigene „de grup“ comune mai multor tipuri încadrarea în schemă se face prin reacții de aglutinare cu seruri polivalente de specie și seruri de tip, iar în cazul S flexneri cu seruri adsorbite de grup (vezi instrucțiunile producătorului) (3) Tiparea bacteriofagică (lizotipia) a fost practicată pe scară mult mai largă în cadrul unor serogrupe ori serotipuri comune, cu largă extindere epidemiologică, pentru precizări de finețe în investigarea focarelor La E coli au fost dezvoltate scheme pentru serogrupele EPEC 026, 055, 0111 și au fost larg utilizate în perioada de dominație epidemiologică a acestor serogrupe în Europa Mai recent a fost propusă tiparea fagică a serogrupului 0157 în focare epidemice Schema s-a dovedit stabilă, lizotipurile 2 și 49 fiind dominante epidemic Pentru Shigella au existat mai multe scheme de lizotipie îndeosebi pentru serotipurile dominante epidemiologie: S flexneri 2a și 5 spnnei Superioritatea lizotipiei a fost dovedită deseori față de biotipie sau rezistotipie (4) Tiparea prin bacteriocine a fost promovată la S sonnei Labilitatea preparațiilor și instabilitatea bacteriocinotipurilor au diminuat interesul pentru această metodă (5) Tiparea prin antibiotice (rezistotipia), una din cele mai accesibile metode, este recomandată și utilizată frecvent pentru investigări epidemiologice Alegerea setului de antibiotice și a metodei de testare depinde de posibilitățile laboratoarelor Dependența de mai multe variabile de execuție și variația spectrului chiar în cadrul unui focar epidemic limitează valoarea metodei Determinarea profilului plasmidic cu identificarea plasmidelor de rezistență la antibiotice înlocuiește, cu rezultate net superioare, rezistotipia (6) Metode moleculare de tipare (vezi capitolul 31 2) 31 1A 9 Metode neconvenționale de depistare și identificare a genului Escherichia-Shigella Metode iipunologice Seruri specifice de grup anti-Shigella pot fi adsorbite pe: de Staphylococcus aureus care conține proteină A, particule de carbon din tuș de India, ori latex Acești reactivi pot detecta Shigella direct în scaun printr-o reacție de aglutinare pe lamă Latex aglutinarea a dat cele mai convenabile rezultate sub aspectul sensibilității (depistează IO4-5 organisme/ml), stabilității reactivilor, simplității execuției Aceleași metode au fost aplicate cu mai mult succes la triajul coloniilor direct de pe mediile de izolare în context epidemic de sindrom dizenteriform, latex aglutinarea diferențiază eficient shigeloza de alte etiologii 722 31 1B IDENTIFICAREA GENULUI SALMONELLA 31 1В 1 Minidefinitie * Genul Salmonella cuprinde Enterobacteriaceae mobile (excepție serovarul □allinarum/Pullorum), care fermentează glucoza cu producere de gaz, produc acid din manitol și sorbitol, produc lizindecarboxilazâ, arginindehidrolază, omi-tindecarboxilază, H2S cu unele excepții) și folosesc citratul ca unică sursă de carbon Nu produc indol, urează, fenilalanideaminază și acetilmetilcarbinol (reacția Voges-Proskauer negativă), nu degradează adonitolul și esculină 31 1B 2 Considerații taxonomice și nomenclatură Inițial, în mod eronat structura antigenică a salmonelelor a fost considerată definitorie de specie, creându-se un precedent cu consecințe taxonomice imprevizibile: un gen cu peste 2000 „specii“ Studiile fenotipice exhaustive ale lui Ewing et al , cele genotipice (de hibridare ADN-ADN) ale lui Le Minor și Popoff ca și alte multe cercetări, au determinat modificări esențiale de nomenclatură în accepțiunea actuală, rezultată din propunerile lui Popoff și Le Minor, genul Salmonella constă din două specii: Salmonella enterica, care include 6 subspecii: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae și indica, și Salmonella bongori Din rațiuni practice, pentru a evita confuziile în cadrul subspeciilor, serovarurile poartă numele anterior atribuit prin schema Kauffmann-White scrise însă cu caractere romane, nu italice: e g , Salmonella serovar Typhimurium ori Salmonella ser Enteritidis în ediția a Il-a a Manualului lui Bergey de bacteriologie sistematică genul Salmonella e alcătuit din 6 specii (Tabelul 31-1) 31 1B 3 Habitat și implicații în patologie Toate serovarurile de Salmonella enterica subsp enterica sunt parazite pentru om și mamifere, în timp ce celelalte specii se întâlnesc preponderent la păsări și animale cu sânge rece Cele două surse majore, omul și animalele, sunt responsabile de poluarea solului, apelor reziduale, apelor de suprafață în care pot supraviețui luni și chiar ani (în sol) Multiplicarea în mediul înconjurător, deși posibilă, este nesemnificativă O suită de factori printre care intensificarea comerțului și a călătoriilor la mari distanțe, migrațiile populaționale, industrializarea alimentației și a creșterii animalelor de consum (porci, păsări) în mari colectivități consumatoare de hrană cu adaosuri proteice deseori contaminate (făinuri furajere de carne, oase, sânge) au contribuit esențial la răspândirea largă a serovarurilor și totodată la creșterea morbidității prin salmoneloze Factori sezonieri și clima caldă favorizează, în condiții precare de igienă, nivelul morbidității Cu puține excepții - Typhi și Paratyphi pentru om; Abortus ovis pentru ovine; Typhisuis pentru porci și Gallinarum/Pullorum pentru păsări - toate celelalte serovaruri nu au specificitate de gazdă 723 Trei forme clinice de salmoneloze au fost descrise la om: • Salmonelozele sistemice sau febrele enterice (febra tifoidă și paratifoidă) sunt entități clinice bine definite, distincte de celelalte salmoneloze, cu evoluție clinică caracteristică și urmate de imunitate durabilă • Salmonelozele enterice reprezintă forma comună, larg răspândită endemo-epi-demic în toate țările lumii: sunt o parte importantă a sindromului diareic bacterian cu preponderență la copilul până la 3 ani în condiții deficitare de apărare locală și generală, în contextul unor bacteriemii pasagere, pot apărea localizări secundare diverse: meningeale, pulmonare, osoase etc ce evoluează independent • Septicemiile salmonelozice sunt de fapt complicații ale formelor enterice generalizate pe fondul unei agresiuni puternice la organisme imunodeficiente (copii, vârstnici debilitați prin boli cronice, maligne etc ) Condiția de bază a pacientului imprimă gravitatea bolii care, frecvent, înregistrează o rată înaltă de mortalitate (10-20%) 31 1B 4 Obținerea culturii pure Amănunte privind izolarea din prelevate contaminate și obținerea culturii pure de Salmonella se găsesc în Capitolul 19 31 1B 5 Caractere microscopice Salmonella (cu excepția ser Gallinarul/Pallorum) este o enterobacterie mobilă, respectiv un bacii gram-negativ cu dimensiuni de 0,6 mm/2-4 pm și cili peritrichi Uneori și alte serovaruri provenite din izolate clinice pot fi imobile 31 1B 6 Caractere de cultivare • Pe medii uzuale, lichide sau solide, salmonelele formează la 37°C în 24 ore, culturi cu aspecte S sau R comune celorlalte enterobacteriacee (Tabel 31-4) De obicei pe mediile cu sânge nu determină hemoliză • Pe medii de îmbogățire, selenit acid de sodiu și bulion tetrationat Muller-Kauffmann, se dezvoltă prompt (24 ore și chiar mai rapid la temperatura de 40°C) Deseori culoarea mediilor rămâne neschimbată pe fondul unei turbidități crescute Pot vira mediul cu selenit în cărămiziu la 24-48 ore (uneori cu depozit cărămiziu) și pot decolora mediul Miiller-Kauffmann (tabelul 19-3) • Pe mediile selective de toate categoriile Salmonella formează culturi lactozo-negative ale căror particularități sunt prezentate în tabelul 19-5 Pe mediul Wilson-Blair, înalt selectiv, care nu are lactoză în sistemul indicator, coloniile de Salmonella sunt inconfundabile: negre, rugoase, cu margini neregulate și halou metalic Dificultățile de pregătire a acestui mediu îi limitează însă mult folosirea Este considerat indispensabil investigării purtătorilor de Salmonella ser Typhi datorită randamentului său superior la izolare Pe mediile cromogene introduse relativ recent în practica de izolare (Rambach, SMID) aspectul coloniilor de Salmonella este de asemenea, descris în tabelul 19-5 724 31 IB 7 Identificarea preliminară Metodologia izolării și identificării salmonelelor bazată pe asocierea mediilor TSI-MILF este schematizată în fig 31-2 SCHEMA DE IDENTIFICARE PRELIMINARĂ Salmonella Coprocultură Urocultură Hemocultură Medulocultură - Gram + ț Medii selective (3 categorii) Identificare neconvențională ▼ colonii caracteristice (Lactozo negative) Agar Mc Conkey Agar sânge Bulion cord creier 4-6 h Sediment Centrifugare 30/3000 rpm Mediul S enterica Paratyphi A subsp Typhi enterica Alte serovaruri TSI Gaz/glucoză + - +/- H2S - +/± +/- Lact /zaharoză - ' - MILF Mobilitate -b -h +“ Indol - — - Lizindecarboxilază - -I- + Fenilalanin-dezaminază - - - AGLUTINARE SS izotonă PE LAMĂ Vi - + - - Polivalent + +/- Alte aglutinări Mono- ЕЮ Mono- valențe valențe „O“ „O“ (АО; ВО; Seruri DO; EO) „Mulți H“ Culturi stoc geloza înclinată/dreaptă microteste Forma R Set teste convenționale = S enterica subsp enterica CNRS Institutul Cantacuzino Confirmare-tipizare Fig 31-2 Schema de identificare preliminară a salmonelelor a) Salmonela Gallinarum este imobil 725 Mediile multitest se incubează la 35°-37°C maximum 24 ore Citirea și interpretarea reacțiilor conform tabelului 31-6 La suspiciunea de Salmonella, cultura de pe panta mediului TSI se poate utiliza pentru aglutinări cu seruri snti-Salmonella polivalente și monovalente, conform schemei din fig 31-3 Interpretarea reacțiilor biochimice și serologice poate situa izolatul într-una din alternativele de mai jos: • Se încadrează biochimic ca Salmonella enterica subsp enterica După încadrare serologică de grup/serovar (Tabel 31-14) tulpina se trimite pentru confîrmare/tipare la Centrul Național de Referință pentru Salmonella (CNRS) din Institutul Cantacuzino Tabelul 31-14 Structura antigenică a serovarurilor de Salmonella mai frecvent circulante3 Structura antigenică Serovarul 0 H 1 o Paratyphi A Grup A 1,2,12 a - Paratyphi В Grup В 1,4/5/12 b 1,2 Java 1,4/5/12 b /1,2/ Abony 1,4/5/, 12 b e, n, x Sclileissheiin 4,12,27 b, z!2 - Saintpaul 4/5/, 12 e, h 1,2 Reading 1,4/5/,12 e, h 1,5 Kaapstad 4,12 e, h 1,7 Chester 4/5/, 12 e, h e, n, x Derby 1,4/5/,12 g /1,2/ Agona 1,4,12 f g, S - Essen 4,12 ’ g, ni - California 4,5,12 m, t - Typhiinurium 1,4/5/12 i 1,2 Bredeney 1,4,12,27 ],v 1 7 Kimuenza 1,4,12,27 l V e, n, x Heidelberg /1/,4,5,/12/ r 1,2 Haifa 1,4,/5/, 12 z10 1,2 Ohio Grup CI 6,7 b l,w Paratyphi C 6,7/ѴІ/ c 1,5 Choleraesuis 6,7 c 1,5 Choleraesuis var kunzendorf 6,7 /с/ 1,5 Typhisuis 6,7 c 1,5 i Isangi 6,7 ci 1,5 Livingstone 6,7 d - 1,W ! Lomita 6,7 e, h 1,5 І Braenderap 6,7 e, h e, n, zl5 ■ Montevideo 6,7 g,m,s /1,2,7/ : 726 Tabelul 31-14 (continuare) Oranienburg 6,7 m,t Thompson 6,7 к 1,2 Concord 6,7 l,v 1,2 Iromu 6,7 l,v 1,5 Colorado 6,7 l,w 1,5 Virchow 6,7 r 1,2 Infantis 6,7,/14/ r 1,5 Tennessee 6,7 z29 - Lille 6,7 z38 - Muenchen Grup C2 6,8 d 1,2 Manhattan 6,8 d 1,5 Newport 6,8 e,h 1,2 Kottbus 6,8 e,h 1,5 Chincol 6,8 g,m,s e, n, x Bonariensis 6,8 i e, n, x Blockley 6,8 к 1,5 Litchfield 6,8 I,v 1,2 Manchester 6,8 l v 1,7 Bovisniorbifîcans 6,8 r 1,5 Hadar 6,8 z10 e, n, x Glostrup 6,8 z10 e, n, z15 Wippra 6,8 z10 z6 Emek Grup C3 /8/,20 g, П1, s - Kentucky /8/,20 i z6 Eimsbuettel Grup C4 6 /7Л/14/ d l,w Jerusalem 6,/7/,/14/ zI0 l,w Typhi Grup Dl 9,12,/Vi d - • Enteritidis 1,9,12 g,m Dublin 1Д12 g,P - Javiana 1,9,12 1-Z28 1,5 Wangata 9,12 Z4Z23 /1,7/ Piillorum 1,9,12b 122 - - Gallinarum l,9,12b 123 - • Butantan Grup El 3,10 b 1,5 Muenster 3,10 e, h 1,5 Anatum 3,10 e, h 1,6 Meleagridis 3,10 e, h l,w Westhampton 3,10 g, s, t Sinstorf 3,10 l V 1,5 , London 3,10 l V 1,6 Give 3,10 1Л 1,7 727 Tabelul 31-14 (continuare) WelteVreden 3,10 r z6 Amager 3,10 У 1,2 Orion 3,10 У 1,5 Newington Grup E2 3, 15 e, h 1,6 Tuebingen 3,15 У 1,2 Senftenberg Grup E4 1,3,19 g/s/t Taksony 1,3,19 i z6 Aberdeen Grup F 11 i 1,2 Rubislaw 11 r e, n, x Poona Grup G1 1, 13,22 z l,6/z59 Durham Grup G2 13,23 b e, n, zi5 Grumpensis 13,23 d 1,7 Worthington 1, 13, 23 z l,w Cubana 1, 13, 23 z29 - Gaminara Grup I 16 d 1,7 Minnesota Grupul L 21 b e, n, x Adelaide Grup O 35 Johannesburg Grup R 1,40 b e, n, x Waycross Grup S 41 z4» z23 - Houten IV 43 z4* z23 - a Simboluri: / /, poate fi absent ® Se comportă biochimic ca Salmonella enterica subsp enterica, dar nu aglutinează cu serurile polivalente „O“ Se testează tulpina biochimic prin set de teste convenționale ori microtest (tabel 31-5) Completarea comportamentului exoenzimatic cu alte teste: e g , creșterea pe mediul cu citrat (Simmons), scindarea malonatului, producerea de omitindecarboxilază și b-galactozidază într-o schemă restrânsă de teste este utilă pentru a asigura o încadrare fenotipică corectă de gen Dacă biochimic tulpina este Salmonella, trimite la CNRS pentru stabilirea serovarului « Aglutinează cu soluție salină izotonă și cu toate celelalte seruri Se confirmă identitatea biochimic prin teste adiționale și se menționează rezultatul:,, Salmonella enterica subsp enterica forma R“ ® Aglutinează numai cu serul vtâi-Salmonella Vi: Testează suplimentar cu serul Hd Dacă tulpina aglutinează cu ambele seruri, se formulează rezultatul de prezumție „S enterica ser Typhi6' și trimite tulpina la CNRS pentru tipare ® Aglutinează cu serul polivalent O și serul Vi Procedează ca mai sus 728 31 1B 8 Identificarea de certitudine încadrarea exoenzimatică de certitudine se face pe baza unor seturi de teste biochimice convenționale în tabelul 31-5 sunt preconizate 26 teste Frecvent însă sunt utilizate seturi restrânse de 12-24 teste executate pe medii convenționale sau sisteme microtest Sistemele microtest au avantaje practice și economice incontestabile Majoritatea au programe de interpretare codificată numeric, care permit încadrarea cu maximum de probabilitate (1) încadrarea de specie în genul Salmonella, așa cum este astăzi definită, are o importanță restrânsă Diferențierea speciilor și subspeciilor este prezentată în tabelul 31-15 Tabelul 31-J5 Caracterele diferențiale ale speciilor și subspeciilor de Salmonella Testul Salmonella enterica subspeciile: Salmonella bongori enterica salamae arizonae dlarizonae houtenae indica P-galactozidaza - - + + - d 4- Gelatinaza - 4- + + 4- 4- - Galacturonat - 4- - 4- 4- 4- 4- $ Creștere în mediu cu KCN - - - - 4- - 4- Malonat - 4- + + - - - Mucat + + 4- d - + 4- d-Tartrat + - - - - - - y-glutamil transferaza 4- 4- - 4- 4* 4- 4- Ș-glucuronidaza d d - + - d - Dulcitol 4- + - - - d 4- Salicina - - - - 4- - - Sorbit ol 4- 4- 4- 4- - + Lactoza - - - 75% + 75% - 4* d Liza prin fag Oj 4- 4- - 4- d Habitat Animale cu sânge cald Animale cu sânge rece Salmonella enterica subsp Enterica cuprinde serovarurile întâlnite preponderent la om și mamifere în practică după încadrarea preliminară de gen efectuăm direct identificarea serologică sau serotipia (2) Serotipia se efectuează după schema Kauffmann-White (tabelul 31 14) Pentru încadrarea de grup „0“ folosim suspensii bacteriene inactivate prin căldură (1 oră la 100°C) ori alcool etilic 90° (2 ore la temperatura camerei) Amestecuri de seruri polivalente „O“ ușurează identificarea După încadrarea într-unul din polivalente se procedează la identificarea grupului „O“ cu ajutorul serurilor monovalente componente ale polivalentului 729 La stabilirea serovarului folosim suspensii inactivate prin formolare 5%o și păstrate la temperatura camerei minimum 6 ore Din aceleași rațiuni ca mai sus, utilizăm amestecuri polivalente în cadrul cărora sunt incluse 5-7 monovalente „H“ Identificăm antigenele de fază HI cu serurile specifice de tip și apoi cele de fază H2 Aglutinările H se efectuează în tuburi, după indicațiile producătorilor Deși există riscuri importante de încadrare eronată datorate aglutinărilor încrucișate, pentru operativitatea încadrărilor preliminare pot folosi și culturi vii în reacții de aglutinare pe lamă Schema de utilizarea serurilor polivalente și monovalente O și H este prezentată în fig 31-3 Salmonella ? (triaj biochimic: TSI + MILF + uree) SERURI AGLUTINANTE ANTI-Salmonella Fig 31-3 Utilizarea serurilor aglutinante гтй-Salmonella 730 Tabelul 31-16 prezintă diferențierea biochimică a principalelor serovaruri de Salmonella enterica subsp enterica Tabelul 31-16 Salmonella enterica subsp enterica: diferențierea biochimică a serovarurilor Testul Serovarurile Celelalte serovaruri Typhi Paratyphi A Choleraesuis Gallinarum Pullorum Gaz din glucoză - + 4- - 4- 4- Citrat (Simmons) - - d 4- - 4 H2S ± (48h) - - - - 4 Lizindecarboxilară 4- - 4- 4- 4- 4- Ornitin-iecarboxilază - 4- 4- - 4- 4- Mobilitate 4- 4- 4- - - 4 (3) Biotipia poate fi practicată în diverse variante bazate pe asocieri de teste utile în definirea unor tipuri comportamentale distincte Kaufftnann și Petersen au dezvoltat o schemă comună de caracterizare a serovarurilor bazată pe 14 teste: fermentarea arabinozei, dulcitolului, inozitolului, rhamnozei, trehalozei, xilozei, scindarea glicerolului (me :oda Stern), producerea de H,S și gelatinază, metabolizarea d-, 1-, i-tartratului, citatului și mucatului de sodiu Reacțiile acestor teste sunt menționate în multe tratate în paralel cu structura antigenică a serovarului din schema Kaufftnann-White Biotipia este utilă la separarea unor serovaruri cu structură identică ori foarte asemănătoare Așa sunt Paratyphi B/Java (0:1,4,5,12; H:b; 1,2), Paratyphi С/ Choleraesuis/Typhisuis (0:6,7, H:c; 1,5), Newport/Kotbus (0:6, 8; H:e, h; 1,2/1,5) (4) Lizotipia Tiparea prin bacteriofagi litici s-a extins la peste 30 serovaruri Folosirea schemelor este în funcție de importanța epidemiologică locală sau regională a acestor serovaruri în România se practică un curent lizotipia pentru serovarurile: • Typhi, Paratyphi B, Typhimurium, Enteritidis cu seturi internaționale de bacteriofagi furnizate de Centrul Internațional de Lizotipie prin Fagi Enterici de la Londra • Gallinarum cu set de bacteriofagi autohtoni Serovarurile Anatum și Panama au beneficiat, de asemenea, de scheme naționale de lizotipie, dar scăderea incidenței acestor serovaruri a diminuat interesul pentru utilizarea schemelor respective Deoarece antigenul „Vi“ este receptorul fagilor litici prin tiparea serovarului Typhi sunt definite 4 categorii de tulpini: - Vi tipabile, care se încadrează într-un lizovar bine definit; - Vi degradate, care nu pot fi încadrate într-un lizovar precis deși sunt lizosensibile; - Vi netipabile, care, deși au antigen Vi, nu pot fi tipate cu setul internațional de bacteriofagi: (lizorezistente) - Vi negative, care nu posedă antigen Vi și, în consecință, nu sunt tipabile Lizotipia, deși greoaie ca execuție, are încă o largă utilizare datorită capacității sale discriminatorii - la ser Typhi sunt definite peste 100 lizovaruri - stabilității spectrelor de sensibilitate și a preparatelor fagice în multe cazuri s-a dovedit superioară chiar metodelor moleculare de tipizare (5) Tiparea prin metode moleculare Vezi cap 31-2 Cele mai extinse în investigarea epidemiologică sunt: tiparea plasmidică, ribotipia, tiparea secvenței de inserție 200 (IS 200 amprentare), gel electroforeza în câmp pulsatil (PFGE) 731 • Tipareaplasmidică Trei tehnici diferite au fost aplicare în studiul ADN plasmidic la Salmonella: determinarea profilului plasmidic, amprentarea plasmidică și identificarea genelor plasmidului de virulență Tiparea plasmidică s-a dovedit însă destul de limitată ca valoare atât la serovarurile cu o singură plasmidă, cât și la cele cu mai multe plasmide Prin endonuclează de restricție poate fi clivat ADN plasmidic și efectuată o „amprentare" plasmidică Această metodă este mai utilă îndeosebi în diferențieri intraserovar • Tiparea cromosomală - Ribotipia a fost aplicată la tiparea intraserovar a tulpinilor ce posedă un singur plasmid Este utilă pentru tiparea ser Typhi și ser Dublin sau pentru diferențieri intralizovar la ser Typhi Singură nu este însă suficient de discriminatorie, de aceea este recomandată utilizarea ei asociată cu alte metode moleculare, cum ar fi amprentarea ÎS 200 - Amprentarea IS 200 constă din studiul unei secvențe a ADN cromosomal considerată specifică pentru Salmonella Identificarea numărului și distribuției elementelor IS 200 din genom s-a dovedit o metodă cu capacitate discriminatorie convenabilă intraserovar pentru serovarurile care nu au schemă de lizotipie și care nu posedă ADN plasmidic Valoarea ei a fost cel puțin egală cu lizotipia în investigarea mai multor focare determinate de ser Paratyphi В biovar Java, ser Typhimurium Totuși la serovarul En-teritidis amprentarea IS 200 a dat rezultate nesatisfacătoare întrucât nu a putut stabili decât trei modele în 27 lizovaruri distincte - Gel electroforeza în câmp pulsatil, o variantă a electroforezei în gel de agaroză permite separarea fragmentelor de ADN linear cu mărimi cuprinse între 10 Kb și peste 6000 Kb Această metodă dă posibilitatea de a „amprenta41 genomul bacterian în întregime Metoda este în extindere ca utilizare și, în combinație cu ribotipia și amprentarea IS 200, a dat rezultate bune în studiul unor serovaruri ce au determinat focare de mare extindere 31 1B 9 Metode alterne (neconvenționale) de detectare a salmonelelor direct în prelevate Neajunsurile metodologiei convenționale în diagnosticul salmonelozelor și, mai ales, în evidențierea salmonelelor direct în produsele alimentare sunt exemplificate în tabelul 31-17 Propunerile pentru depășirea acestor inconveniente au vizat fie ameliorarea eficienței diverselor faze de izolare/identificare în diagnosticul convențional, fie detectarea salmonelelor direct în prelevat Două categorii de metode se conturează astăzi ca posibilități alterne de diagnostic: cele fenotipice și cele genotipice Tabelul 31-17 Inconvenientele metodologiei convenționale de izolare și identificare a salmonelelor Criteriul Inconveniente Consecințe Durata lungă 3-5 zile - Diagnostic: tardiv-inoperant -Economice: stocaj îndelungat alimente: pierderi, deprecieri Sensibilitatea mică 102-10’cfu/g - Rezultate fals negative Consumul de materiale mare - Cost ridicat/examinare Forța de muncă calificată, multa - Limitarea volumului de investigații - Cheltuieli mari 732 în tabelul 31-18 prezentăm succint câteva dintre metodele neconvenționale fenotipice care se încadrează, după principiul utilizat, în două mari grupe: metabolice și imunologice în prezent multe dintre ele, acceptate ca metode de triaj inițial, reduc semnificativ numărul prelevatelor ce trebuie investigate în continuare prin metode convenționale Metodele genetice, recent propuse, nu au probat încă avantaje reale în detectarea salmonelelor direct din prelevat Densitatea imensă și diversitatea bacteriană din conținutul intestinal limitează mult recunoașterea și amplificarea elementelor genetice caracteristice Tabelul 31-18 Metode neconvenționale de detectare a prezenței salmonelelor direct îh prelevate patologice Metode Bazate pe: Principiul Avantaje/Dezavantaje Sisteme comerciale Metabolice Măsurarea conductanței în medii de îmbogățire speciale (substanțe și inhibitori specifici) multiplicarea salmonelelor determină creșterea conductanței - Triaj rapid automatizat - Necesită medii și echipamente speciale • BACTOMETER (bio Merieux) MALTHUS (Radiometer) • RABIT (Whitley Sci Ltd ) •BACTRACE (Microwell) Metabolizarea unor substrate speciale marcate radioactiv Metabolizarea substratului CO2 marcat este detectat radiometric sau spectrofotometric - Triaj rapid automatizat - Necesită medii și echipamente speciale - Lucru cu radioizotopi • BACTEC Imuno-logice Imunofluo-rescență Anticorpi fluorescenți Detectare prin imuno-fluorescența directă/ indirectă - Imunoconjugate relativ scumpe - Sensibilitate redusă - Specificitate discutabilă Nu sunt Imunoad-sorbție Latex aglutinare - Sensibilitate redusă (convenabilă de pe mediile selective) - Specificitate bună - Cost redus • WELCOLEX SALM (Murex Diagnostic) Coaglutinare Ibidem plus reactivi relativ instabili Nu sunt Teste imunoenzimatice ELISA - Sensibilitate mare - Specificitate mediocră (bună de pe mediile de izolare) - Cost relativ ridicat (reactivi scumpi plus echipamente) • QTROL SALM ELISA KIT • BIO ENZABED SCREENING KIT • SALMONELLA ТЕК •BACTRACE • TECTRA SALM VIZUAL • VIDAS ELISA AUTOMATIC Inninosensori Reacția antigen-anticorp este detectată prin sensori piezoelectrici Anticorpii sunt fixați pe sensori - Sensibilitate mare: 1-5 UFC/g Nu sunt 733 salmonelelor Aplicarea acestor metode la identificarea coloniilor caracteristice pe mediile de izolare nu reprezintă un avantaj convenabil nici material, nici de timp în plus, prepararea unor sonde genetice adecvate identificării acestui grup taxonomic imens este o dificultate încă nedepășită Metoda ribotipiei sau determinarea plasmidelor specifice de serovar atunci când ele există, ar putea fi utilizate ca metode de orientare în selectarea prelevatelor ce trebuie investigate prin mijloace convenționale 31 IC IDENTIFICAREA GENULUI YERSINIA 31 1C 1 Minidefiniție Yersiniile sunt enterobacteriacee cu morfologie cocobacilară, imobile la 37°C, mobile la 22°-30°C (numai Y pestis este imobilă) Cresc pe mediile uzuale în limite mari de temperatură Fermentează glucoza fără producere de gaz, produc b-galactozidază (ONPG) dar nu acidifică lactoza și, cu excepția Y pestis, au o intesă activitate ureazică Exceptând Y pestis și Y pseudotuberculosis, produc indol și omitindecarboxilază Nu produc H2S lizindecarboxilază și fenilalanindeaminază Nu cresc pe medii cu citrat (Simmons) 31 1C 2 Considerații taxonomice în genul Yersinia sunt incluse 12 specii dintre care numai trei, Ypestis, Y pseudotu-berculosis și Y enterocolitica, au fost izolate de la om, celelalte sunt prezente doar în sol și ape ori patogene pentru mamiferele sălbatice, păsări și pești în tabelul 31-19 sunt prezentate principalele caractere biochimice ce diferențiază speciile de Yersinia Tabelul 31-19 Diferențiera biochimică a speciilor de Yersinta (procente tulpini pozitive după Farmer, 1995) Yersinia spp Mobilitatea la 37°Ca JSj N ce X 5 c3 8 S E O Urează îndoi Zaharoză Ramnoza Celobioză Sorbitol Salicină Y pestis 0 0 5 0 0 1 0 50 70 Y pseudotuberculosis 0 0 95 0 0 70 0 0 25 У enterocolitica 2 95 75 50 95 1 75 99 20 Y frederlksenii 5 95 70 100 100 99 100 100 92 Y ruckeri 0 100 0 0 0 0 5 50 0 734 Tabelul 31-19 (continuare ) Yersinia spp Mobilitatea la 37°Ca Omitin-decarboxilază Urează Indol Zaharoză Ramnoză Celobioză Sorbitol Săli cină Y kristensenii 5 92 77 30 0 0 100 100 15 Y mollaretii 0 80 20 0 100 0 100 100 20 У bercovieri 0 80 60 0 100 0 100 100 20 Y rohdei 0 25 62 0 100 0 25 100 0 Y aldovae 0 40 60 0 20 0 0 60 0 Y intermedia 5 100 80 100 100 100 96 100 100 a Cu excepția Y, pestis, toate speciile sunt mobile Ia 25°C 31 1C 3 Habitat și implicații în patologie Toate speciile de Yersinia se află răspândite în mediul înconjurător, mai ales pe sol, unde supraviețuiesc perioade lungi de timp (peste 3 luni) Yersinia pestis are ca rezervor principal rozătoare: șobolanii, rozătoarele mici szălbatice, veverițe, iepuri etc De la animale Y pestis se transmite la om prin intermediul puricilor șobolanului (Xenopsilla cheopis), în proventricolul și stomacul cărora supraviețuiește îndelung, sau prin praf de dejecte ori produse animaliere Interuman pesta este transmisă prin Pulex irritans, frecvent prin inhalare de picături Fliigge de la pacient în faza prodromală ori acută a pestei pulmonare Yersinia pseudetuberculosis are ca rezervor natural rozătoare și păsări sălbatice de unde ajunge pe sol și în ape unde supraviețuiește activ, chiar și la temperaturi joase La om ajunge pe cale alimentară și este cauza unor enterite subacute însoțite de adenopatie mezenterică marcată ce poate mima apendicita Yersinia enterocolitica are ca rezervor natural mamiferele sălbatice și domestice între care porcul este una din sursele importante pentru om A fost izolată însă dintr-o vastă gamă de produse alimentare (contaminate în perioada procesării) în care rezistă în stare biologic activă mult timp (came refrigerată ori prelucrată sub forma a diferite produse netratate termic, lapte, brânzeturi și chiar ciocolată) Determină o patologie polimorfa în care la copil sunt mai frecvente îmbolnăvirile intestinale (enterite, sindromul dureros al fosei iliace drepte), iar la adult artritele reactive și eritemul nodos (formele extraintestinale sunt de obicei precedate de sindromul enteral) Forme abdominale complicate (adenite mezenterice, apendicite), forme extraintestinale și septicemii pot evolua la subiecți imuno deprimați Alte specii, Y molarettii, Y bergoviae, Y aldovae, sunt saprofite și se întâlnesc în soluri și ape biologic poluate Yersinia frederiksenii, comensală a intestinului, poate determina ocazional enterocolite benigne Yersinia ruckerii este ichtiopatogenă 735 31 1 C 4 Obținerea culturii pure necesară identificării Yersiniapestis comportă risc individual și colectiv, motiv pentru care trebuie izolată numai în laboratoare specializate cu regim restrictiv (nivel 3 și 4 de protecție) Izolarea celorlalte yersinii urmează etapele și mediile recomandate pentru entrobacterii, cu unele particularități: - Izolarea yersiniilor din materiile fecale se face cu sau fără îmbogățire prin însămânțarea pe medii slab selective cum este agarul Mac Conkey, pe care aspectele caracteristice de cultivare sunt interpretate după 48 de ore de incubare (tabelul 19-5) Un mediu cu antibiotice propus de Schiemann, CIN (Cefsulodin-Irgasan- Novobiocină), a dat rezultate superioare Incubarea se face într-o singură treaptă, numai 18-24 ore la 37°C, iar coloniile tipice pentru Yersinia sunt semitransparente, cu marginile clare și centrul roșu Doar unele tulpini de Y pseudotuberculosis nu cresc pe acest mediu, - îmbogățirea din prelevate poate fi făcută în bulion pentru bacilii gram-negativi însă bulionul Irgasan-Ticarcilină recomandat la controlul alimentelor poate fi utilizat cu succes și pentru prelevatele umane 31 IC 5 Caractere de cultivare Toate speciile de Yersinia cultivă la temperaturi cuprinse între 4° și 43°C și sunt tolerante la sare (conc 5%) Pe medii lichide creșterea este vizibilă după 48 ore Yersiniapestis formează peliculă și depozit floconos abundent, restul mediului rămânând clar Yersinia pseudotuberculo-sis are, de asemenea, o creștere neuniformă cu depozit și mediu tulburat progresiv dinspre fundul eprbetei Celelalte specii tulbură uniform mediul Pe geloză simplă cresc toate speciile de Yersinia Yersiniapestis formează colonii mici de 0,1-0,2 mm, la 24 de ore, și de 1-2 mm la 48 ore, rotunde, cu marginile ușor franjurate, la început gri cu centrul gălbui și bombat (pălărie chinezească) Toate celelalte specii de Yersinia dezvoltă la 37°C în 24 de ore colonii lactoză negative de 1-1,5 mm, care la 48 ore ating 2-3 mm 31 IC 6 Caractere microscopice Yersiniile sunt bacili gram-negativi pleomorfi, nesporulați, de 0,5-0,8 mm/1 -3 mm, cu tendință la colorație bipolară La 37°C in vivo și pe medii bogate Y pestis dezvoltă capsulă Colorația Giemsa este recomandată pentru colorarea Y pestis Toate speciile de Yersinia prezintă flageli peritrichi când sunt cultivate sub 30°C Excepție face Y pestis, specie imobilă 31 IC 7 Teste preliminare Identificarea preliminară o efectuăm pe mediile multitest TSI și MILF (tabelul 31-6) Yersiniile cu interes medical curent, Y enterocolitica și Y pseudotuberculosis dau următoarele reacții: fermentează glucoza fără gaz, nu produc H2S, nu fermentează lactoza Zaharoza este fermentată numai de Y enterocolitica (acidifierea pantei de 736 TSI) La 37°C sunt imobile (mediul MILF se tulbură numai după menținerea 24 ore la temperatura camerei) Nu produc indol (cu excepția unor tulpini Y enetrocolitica) lizindecarboxilază sau fenilalanindeaminază Teste biochimice adiționale tranșează încadrarea de gen și chiar a celor două specii: yersiniile nu cresc pe mediul cu citrat (Simmons) și nu scindează malonatul, ambele specii produc urează și P-galactozidază, iar omitindecarboxilazâ produce numai Y enterocolitica Identificarea antigenică prin aglutinare cu ser anti-K enterocolitica 03 și anii Y pseudotuberculosis tip I (serovarurile dominante în țara noastră) confiormă apartenența la gen și specie 31 IC 8 Testele definitive Includ: • Investigarea exoenzimatică printr-un set de aproximativ 26 teste prezentat în tabelul 31-5 Galeriile de teste biochimice sunt adecvate acestor scopuri Testele pentru diferențierea speciilor de Yersinia sunt prezentate în tabelul 31-19 • Tiparea serologică pentru alte tipuri decât cele menționate mai sus este necesară când testele biochimice încadrează tulpina în cele două specii frecvente, iar serurile corespunzătoare anti-K eneterocolitica 03 și anti-Kpseudoteberculosis tip 1 nu confirmă această apartenență Serovaruri ca Y enterocolitica 09 sunt relativ frecvente în Europa și Canada Pot fi întâlnite însă și alte serovaruri în contaminări accidentale de la animale la care gama serovarurilor este mult mai extinsă • Lizotipia a fost promovată mulți ani în urmă în Suedia și Franța Schemele de tipizare au fost descrise pentru Y enterocolitica însă au fost înlocuite ori asociate cu mijloace genetice de tipare • Bacteriocinotipia prezintă un interes particular întrucât К pestis produce două bacteriocine (pesticina I și II) Pesticina I este activă pe Y pseudotuberculosis și unele tulpini de Y enterocolitica și E coli Sensibilitatea Y enterocolitica la pesticină este asociată cu producerea proteinei de membrană de 65 KDa care acționează ca receptor față de aceatSTbacteriocină Pesticina II este activă electiv numai pe tulpini de Y pseudotuberculosis și unele tulpini de Y pestis • Tiparea prin metode genetice (vezi capitolul 31-2) a suscitat mult interes în ultimii ani Investigarea s-a adresat deopotrivă ADN plasmidic și cromosomal Digestia endonucleazică de restricție a plasmidelor (REAP DNA) deși a reușit stabilirea mai multor tipuri plasmidice, s-a dovedit inoperantă Ia tulpinile de Y enterocolitica lipsite de plasmide sau avănd o singură plasmidă Digestia endonucleazică de restricție a ADN cromosomal (REAC) prezintă unele avantaje față de REAP Existența unui mare număr de benzi face dificilă compararea rezultatelor între laboratoare și chiar de la o etapă la alta Utilizarea REAC în combinație cu REAP, biotipie, serotipia și rezistotipia de către Fukushima a dus Ia concluzia că REAP biotipia și serotipia combinate furnizează cele mai utile informații în scop epidemiologie Electroforeză în câmp pulsatil (PFGE) și electroforeză enzimatică multiloculară (MIIEE) au fost utilizate în diverse asocieri cu alte metode pentru tipizarea speciilor de Yersinia, cu excepția Y pestis Ribotipia și analiza prin PCR a fragmentelor rezultate s-a dovedit metoda cea mai eficientă pentru tiparea Y enterocolitica După cum subliniază WANGER, citând mai mulți autori, utilitatea fiecărei metode genetice separat este discutabilă Asocierea acestor metode între ele sau cu metode convenționale de tipare au sporit puterea discriminatorie și valoarea tipării moleculare 31 IC 9 Detectarea yersiniilor prin metode neconvenționale direct în prelevat S-a impus în diagnosticul bacteriemiilor determinante de Y pestis Pentru celelalte yersinii detectarea direct în materiile fecale prin metode neconvenționale întâmpină aceleași dificultăți ca și în cazul salmonelelor Identificarea genetică a coloniilor izolate pe mediile selective (e g , CIN) este o perspectivă de largă aplicare la stabilirea speciei și, mai ales, a prezenței plasmidului de virulență la tulpinile de Y enterocolitica 31 1D IDENTIFICARE ENTEROBACTERIILOR CONDIȚIONAT PATOGENE Această grupare cuprinde genuri diferite din familia Enterobacteraceae bine cunoscute ca agenți etiologici ai unor infecții umane necaracteristice, sporadice sau epidemice, frecvent intraspitalicești Tulpini din aceste genuri s-au impus interesului medical prin rezistența marcată al antibiotice, prin mecanisme noi de dobândire a acestei rezistențe cum ar fi spectrul extins de b-lactamaze induse, ori enzime modificatoare de aminoglicozide Gilchrist (1995) include în această categorie genurile Citrobacter, Klebsiella, Entrobacter, Serratia, Proteus, Morganella și Providencia, bine cunoscute în patologie, dar și grupări izolate ocazional și al căror rol etiologic este de multe ori discutabil Unele dintre aceste genuri prezintă particularități de cultivare care permit identificarea cu relativă ușurință cum ar fî: fenomenul de invazie caracteristic genului Proteus, colonii mucoide la Klebsiella, colonii pigmentate în roșu la unele specii de Serratia, ori colonii pigmentate în galben la Enterobacter sakazakii și E agglomerans Aceste caracteristici de cultivare au o valoare orientativă deosebită în infecții grave precum: sepsisul neonatal, meningite, septicemii în care rapiditatea este o cerință primordială a diagnosticului Izolarea și identificarea acestor genuri o efectuăm curent după metodologia diagnosticului convențional al enterobacteriaceelor prezentată în fig 31 -1, cu precizarea că asocierea de medii moderat selective (e g , Mac Conkey sau EMB/Levine) cu geloză sânge este obligatorie pentru izolarea lor încadrarea preliminară de gen utilizând asocierea de medii multitest TSI și M1LF, are suficientă acuratețe pentru grupările importante: Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, Providencia, Morganella (tabelul 31-6) Diferențierea între genuri și mai ales între specii poate fi însă dificilă ca în cazurile Proteus/Providencia/Morganella ori Citrobacter/Enterobacter Utilizarea de seturi convenționale ori microtest extinse se aplică numai pentru încadrarea de certitudine în gen și specie (tabelul 31-5) 738 Sisteme microteste accesibile comercial, cum ar fi API 20E, VITEK GH1, MicroScan, Biolog, MIDI, au fost evaluate și recomandate pentru definirea speciilor și chiar a biovarurilor 1 Genul Citrobacter Minidefiniție Genul Citrobacter este o grupare de Enterobacteriacee mobile, care fermentează glucoza cu gaz, lactoza (lent), dulcitolul și cellobioza Produc constant 3-galactozidază și cresc pe medii cu cianură și citrat ca unică sursă de carbon (Simmons); nu produc lizindecarboxilază și fenilalanindeaminază Unele specii sunt ureazo-pozitive Taxonomic genul Citrobacter este alcătuit din 12 specii Diferențierea a 8 specii importante medical este prezentată în tabelul 31-20, alte trei specii cu caracteristici definitorii genului nu sunt încă nominalizate Importanța în patologie Majoritatea speciilor de Citrobacter au fost semnalate in procese patologice umane îndeosebi la persoane cu imunodepresie Citrobacter freundii determină septicemii accidentale (post-transfuzionale) ori diseminări ale unor localizări din cele mai variate Este un patogen intestinal Tulpinile enterale au o intensă activitate citotoxică Izolat din materiile fecale poate fi confundat cu Salmonella enterica având în comun caracteristici biochimice și mai ales antigenice: poate aglutina cu serurile polivalente și Vi anti-Salmonella A fost implicat și în etiologia unor izbucniri epidemice de toxiinfecții alimentare Citrobacter diversus a fost, de asemenea, semnalat în septicemii, meningite neonatale, infecții urinare și, mai rar, în enterocolite Diferențierea C diversus se face greu de Escherchia coli, mai ales când izolatul provine din infecții urinare Celelalte specii: C amalonaticus, C farmeri, Cf youngae au fost izolate sporadic din infecții urinare și bronho-pulmonare de origine nosocomială Identificarea preliminară Speciile de Citrobacter au caracteristtici de cultivare comune cu Salmonella și Proteus, respectiv se comportă ca enterobacterii lactozo-negative pe mediile selective Pe mediul XLD formează colonii galbene asemănătoare cu cele de Proteus Asocierea de medii multitest TSI și MILF diferențiază satisfăcător genul Citrobacter de grupările lactozo-negative Coloniile care fermentează glucoza cu gaz, care produc sau nu H2S și indol, care nu produc lizindecarboxilază și fenilalamindezaminază și sunt mobile, aparțin cu mare probabilitate genului Citrobacter Identificarea cu certitudine prin teste biochimice extinse poate pune dificultăți la diferențierea de speciile de Escherichia (C amalonaticus, C farmeri, C diversus) sau de Enterobacter (C sedlakii, C freundii ffS negativ) Un set restrâns de 8 teste poate fi utilizat pentru caracterizarea speciilor (Tabel 31-20) în practică testele indolului, H2S și omitindecarboxilazei tranșează diferențierea dintre C feundii și C diversus cele două specii cu importanță medicală majoră Tiparea serologică se face numai în centre specializate Citrobacter freundii are o structură antigenică similară altor enterobacterii mobile și constă din 40 factori 0 și 90 factori H ce caracterizează 107 serovaruri Serogrupurile 05 și 029 au un antigen Vi asemănător, dar nu identic cu antigenul Vi de la Slamonella enterica ser Typhi Citrobacter diversus are o schemă constând din 14 factori 0 și 7 factori H 739 Tabelul 57-2 Diferențierea biochimica a speciilor de Citrobacter (procente tulpini pozitive după Farmer, 1995) Citrobacter spp îndoi -У) X Omitin-decarbox ilază Malonat Zaharoza Adontol Dulcitol î C freundii 33 78 0 11 89 0 11 44 C diversus 99 0 99 95 40 99 40 0 C amalonaticus 100 5 95 1 9 0 1 5 C fanneri 100 0 100 0 100 0 o 100 C youngae 15 65 5 5 20 0 85 10 C braakii 33 60 93 0 7 0 33 7 C werkmanii 0 100 0 100 0 0 0 0 C sedlakii 83 0 100 100 0 0 100 0 Scheme de tipare fagică și bacteriocinică au fost utilizate, de asemenea, pentm C diversus Citrobacter amalonaticus nu este sensibil la bacteriofagi și nici nu produce bacteriocine Rezistotipia se poate efectua cu antibiotice față de care genul Citrobacter este :r general sensibil: aminoglicozide, cefalosporine din generațiile II și 111 și fluorochinolone Celelalte specii de Citrobacter, sporadic izolate, nu au încă dezvoltate scheme ce tipizare 2 Genul Klebsiella Minidefmiție Genul Klebsiella este o grupare de Enterobacteriaceae imobile încapsulate, care fermentează glucoza cu producere de mari cantități de gaz (excepție К rhinoscleromatis) Pe mediile gelozate simple sau slab selective crește repede formâr c deobicei colonii mucoide Fermentează majoritatea zaharurilor (excepție dulcitolul) și produce acetoină din glucoză (reacția Voges-Proskauer pozitivă) Speciile întâlnite frecvem în patologia umană cresc pe mediile cu citrat (Simmons), produc lizindecarboxilază s: urează Nu produce H2S și fenilalanindeaminază Taxonomic genul este alcătuit din 10 specii Diferențiere a patru dintre aceste; printr-un set minim de teste biochimice este prezentată în tabelul 31-21 Diferențele ma j ore constau în producerea de îndoi: К oxytoca Klebsiella ozenae este singura specie malona: negativă Cât privește К rhinoscleromatis se diferențiază net de celelalte specii prir incapacitatea ei de a produce indol, acetoină, urează, ornitin decarboxilazâ lizindecarboxilază și p-galactozidază Importanța în patologie Klebsiella pneumonise și K oxytoca sunt cele mo: frecvente enterobacteriacee în infecțiile nosocomiale Ambele specii au fost izolate d:r bronhopneumonii, infecții urinare, enetrite, mai ales la copii, și post operator în complica;:: septice generalizate ori localizate Septicemiile cu Klebsiella au un prognostic sever 740 Tabelul 31-2] Diferențierea biochimică a speciilor de Klebsiella (procente reacții pozitive după Farmer, 1995) Klebsiella spp îndoi Voges- Proskauer Urează Omitin-decarboxi-laza Lizindecarboxilază Malonat ONPG K pneumoniae 0 98 95 0 98 93 99 K oxytoca 99 95 90 0 99 98 100 K ozenae 0 0 10 3 40 3 80 K rhinoscleromatis 0 0 0 0 0 95, 0 Klebsiella rhinoscleromatis și K, ozenae sunt excepțional de rar întâlnite în patologia specifică ORL în țara noastră Celelalte specii: au fost ocazional semnalate în patologia umană Identificarea preliminară se bazează pe caracterele de cultivare și reacțiile matebolice, pe asocierea de medii multitest TSI și MILF (tabelele 19-7 și 31 -6) Pe mediile de izolare gelozate simple Klebsiella dezvoltă în 24 ore la 37°C colonii mari de 2-3 mm, rotunde, bombate, umede cu aspect mucoid Acest aspect se accentuiază la 48 ore când diametrul coloniilor atinge 3-4 mm și apare o evidentă tendință la confluare Pe mediile slab selective coloniile sunt lactozo-pozitive și păstrează caracterul mucoid Frecvent Klebsiella se dezvoltă și pe mediile moderat selective, ADCL, SS, XLD Coloniile pe aceste medii sunt caracteristic lactoză/xiloză-pozitive la 48 ore însă caracterul mucoid este mai puțin pregnant ca pe celelalte medii Reacțiile metabolice pe mediile TSI și MILF permit o diferențiere clară a speciilor de Klesbiella, fiind posibilă chiar o diferențiere a celor două specii întâlnite frecvent la om: K pneumoniae și K oxytoca Ambele specii produc mari cantități de gaz din glucoză, nu produc H2S în mediul TSI și fermentează repede lactoza/zaharoza; sunt imobile (caracteristică importantă ce separă genul Klebsiella de Enterobacter, Hafnia și Serratia), produc lizindecarboxilază și nu produc fenilalanideaminază Klebsiella oxytoca produce indol, caracter unic ce o diferențiază de К pneumoniae Identificarea definitivă Identificarea biochimică comportă un set lărgit de minimum 20 caractere testate convențional sau în sisteme microtest încadrarea în specie se poate face coroborând reacțiile setului restrâns din tabelul 31-21 ori pe setul lărgit Setul lărgit permite elucidarea unor situații confuze de diferențiere față de posibile tulpini de Enterobacter imobile Tiparea serologică se practică în laboratoare specializate după schema Kauffman și Orscov încadrarea într-un serovar „K“ se poate face prin aglutinare, coaglutinare ori, mai convenabil, prin latex aglutinare 741 Prin oricare din aceste metode încadrarea este laborioasă și pretențioasă datorită numărului mare de serovaruri, 77, și a înrudirilor antigenice frecvente dintre serovaruri Tiparea bacteriofagică Există mai multe scheme regionale ori autohtone în Institutul Cantacuzino se folosește o schemă combinată Slopek-Milch adiționată cu o schemă autohtonă preconizată de Popovici et al Tiparea bacteriofagică este mai accesibilă, mai simplă și totodată mai avantajoasă economic Rezistotipia trebuie să ia în considerație rezistența înaltă și multiplă a genului Kleb-siella la antibiotice în principiu sunt active pe Klebsiella: cefalosporinele din generația a IlI-a, floxacinele, colimicina și gentamicină Tipareaprin mijloace genetice Stabilirea spectrului plasmidic, îndeosebi la tulpinile din mediul spitalicesc, este una din modalitățile curente de tipare la Klebsiella Identificarea și studiul plasmidelor de virulență a fost menționată ca fiind utilă și în estimări de activitate patogenă 3 Genul Enterobacter Minidefiniție: O grupare de Enterobacteriaceae mobile, care, cu excepția E agglomerans, fermentează glucoza cu mari cantități de gaz lactoza (Ș-galactozidază pozitiv), ramnoza și sorbitolul Produce acetilmetilcarbinol, (reacție Voges-Proskauer pozitivă) și omitindecarboxilază Nu produce indol, H2S și fenilalanideaminază Taxonomic, genul Enterobacter cuprinde 16 specii, însă dintre acestea numai două se întâlnesc frecvent în infecții spitalicești, iar alte 7 au fost izolate ocazional din procese patologice de la om în tabelul 31-22 este prezentată o schemă restrânsă de teste biochimice prin care putem diferenția principalele specii întâlnite la om Tabelul 31-22 Diferențierea biochimică a speciilor de Enterobacter întâlnite la сип (procente reacții pozitive după Farmer, 1995) Enterobacter spp Lizindecarboxilază a S 'g s s оод 4 я 1 § я N Sorbitol Adonitol Rafinoză Malonat Urează E aerogenes 98 0 98 100 100 98 96 95 2 E cloacae 0 97 96 97 95 25 97 75 65 E agglomerans3 0 0 0 75 30 7 30 65 20 E gergoviae 90 0 100 98 0 0 97 96 93 E sakazakii3 0 99 91 100 0 0 99 18 1 E taylorae 0 94 99 0 1 0 0 100 1 E amnigenits 0 9 55 100 9 0 100 91 0 E asburiae 0 21 95 100 100 0 70 3 60 E hormaechei 0 78 91 100 0 0 0 100 87 11 Produc pigment galben 742 Identificarea preliminară a genului Enterobacter o facem ca pentru toate grupele descrise până acum pe baza caracterelor de cultivare pe mediile nutritive simple și slab selective și printr-un set minim de teste biochimice cuprinse în asocierea TSI-MILF Pe mediile simple toate speciile de Enterobacter se dezvoltă repede formând în 24 ce ore la 37°C colonii mari de 2-3 mm, rotunde, tipice „S“ Unele tulpini de E agglomerans determină colonii rugoase „conopidiforme“ Enterobacter sakazakii și E agglomerans groduc constant, în 2-4 zile, un pigment galben caracteristic Pe mediile slab selective :oloniile sunt mari, lactozo-pozitive Enterobacter aerogenes poate forma colonii lactozo-pozitive, mari, asemănătoare cu cele de la Klebsiella în principiu, genul Enterobacter nu dezvoltă colonii pe mediile moderat selective Speciile de Enterobacter fermentează glucoza cu formare de gaz (excepție fac unele biovaruri de E agglomerans), nu produc H?S, fermentează lactoza/zaharoza, sunt mobile, nu produc indol și fenilalanideaminază, iar lizindecarboxilază au numai două dintre specii (E aerogenes și E gergoviae) Identificarea definitivă este în primul rând exoenzomatică și bazată pe seturi lărgite de teste (Tabelul 31-5) Un set minim de teste utile pentru diferențierea speciilor de Enterobacter este prezentat în tabelul 31-22 Pentru speciile de interes medical au fost propuse scheme de tipare serologică, biochimică și genetică Identificarea spectrului plasmidic a devenit una din tipizările frecvent utilizate în investigarea infecțiilor spitalicești produse de E aerogenes și E cloacae Alte metode de tipare genetică au fost sporadic utilizate Rezistotipia poate fi de asemeni utilă, speciile de Enterobacter având sensibilități variate la floxacine, cefalosporine din generația a Ш-a și aminoglicozide 4 Genul Hafnia Minidefiniție: Genul Hafnia, constituit dintr-o singură specie, H alvei, este o grupare de enterobacterii mobile, care produc gaz din glucoză, lizin- și ornitin-decarboxilază și |3-galactozidază; nu produc H2S, indol, urează și fenilalanideaminază Activitatea fermentativă, decarboxilazică și mobilitatea sunt mai active la 30°C Deși izolată relativ frecvent de la om din materiile fecale, enteropatogenitatea acestei enterobacterii este încă discutată Posibila implicare întrahebronșite post-intubație ori în infecțiile tractusului urinar plasează Hafnia mai degrabă în categoria patogenilor ocazionali Identificarea preliminară se bazează deopotrivă pe caracteristicile de cultivare și exoenzimatice Hafnia se dezvoltă cu ușurință pe mediile uzuale (mai rapid la 30°C) determinând colonii tipice „S“ mai rar „R“ Pe mediile moderate și slab selective se comportă ca o enterobacterie lactozo-negativă De obicei produce cantități mici de gaz din glucoză, nu fermentează lactoza/zaharoza și nu produce H2S Pe mediul MILF este anindologenă, imobilă uneori la 37°C, dar mobilă la 30°C, decarboxilează lizina și nu produce fenilalanideaminază Lizindecarboxilază pozitivă și absența producerii de indol accentuează proporția de identificări greșite ca Salmonella 143 Prin oricare din aceste metode încadrarea este laborioasă și pretențioasă datorită numărului mare de serovaruri, 77, și a înrudirilor antigenice frecvente dintre serovaruri Tiparea bacteriofagică Există mai multe scheme regionale ori autohtone în Institutul Cantacuzino se folosește o schemă combinată Slopek-Milch adiționată cu o schemă autohtonă preconizată de Popovici et al Tiparea bacteriofagică este mai accesibilă, mai simplă și totodată mai avantajoasă economic Rezistotipia trebuie să ia în considerație rezistența înaltă și multiplă a genului Klebsiella la antibiotice In principiu sunt active pe Klebsiella: cefalosporinele din generația a Ш-a, floxacinele, colimicină și gentamicină Tipareaprin mijloace genetice Stabilirea spectrului plasmidic, îndeosebi la tulpinile din mediul spitalicesc, este una din modalitățile curente de tipare la Klebsiella Identificarea și studiul plasmidelor de virulență a fost menționată ca fiind utilă și în estimări de activitate patogenă 3 Genul Enterobacter Minidefmiție: O grupare de Enterobacteriaceae mobile, care, cu excepția E agglomerans, fermentează glucoza cu mari cantități de gaz lactoza (P-galactozidază pozitiv), ramnoza și sorbitoluL Produce acetilmetilcarbinol, (reacție Voges-Proskauer pozitivă) și omitindecarboxilază Nu produce indol, H2S și fenilalanideaminază Taxonomic, genul Enterobacter cuprinde 16 specii, însă dintre acestea numai două se întâlnesc frecvent în infecții spitalicești, iar alte 7 au fost izolate ocazional din procese patologice de la om în tabelul 31-22 este prezentată o schemă restrânsă de teste biochimice prin care putem diferenția principalele specii întâlnite la om Tabelul 31-22 Diferențierea biochimică a speciilor de Enterobacter întâlnite la om (procente reacții pozitive după Farmer, 1995) Enterobacter spp Lizindecarboxilază Arginin-dehidrolază Omitindecarboxilază Zaharoză Sorbitol Adonitol Rafinoză Malonat Urează E aerogenes ' 98 0 98 100 100 98 96 95 2 ' E cloacae 0 97 96 97 95 25 97 75 65 E, agglomerans3 0 0 0 75 30 7 30 65 20 E gcrgoviae 90 0 100 98 0 0 97 96 93 E sakazakii3 0 99 91 100 0 0 99 18 1 E taylorae 0 94 99 0 1 0 0 100 1 E amnigenus 0 9 55 100 9 0 100 91 0 E asbnriae 0 21 95 100 100 0 70 3 60 E hormaechei 0 78 91 100 0 0 0 100 87 1! Produc pigment galben 742 Identificarea preliminară a genului Enterobacter o facem ca pentru toate grupele cescrise până acum pe baza caracterelor de cultivare pe mediile nutritive simple și slab selective și printr-un set minim de teste biochimice cuprinse în asocierea TSI-MILF Pe mediile simple toate speciile de Enterobacter se dezvoltă repede formând în 24 ie ore la 37°C colonii mari de 2-3 mm, rotunde, tipice „S“ Unele tulpini de E agglomerans determină colonii rugoase „conopidiforme“ Enterobacter sakazakii și E agglomerans produc constant, în 2-4 zile, un pigment galben caracteristic Pe mediile slab selective coloniile sunt mari, lactozo-pozitive Enterobacter aerogenes poate forma colonii lactozo-pozitive, mari, asemănătoare cu cele de la Klebsiella în principiu, genul Enterobacter nu dezvoltă colonii pe mediile moderat selective Speciile de Enterobacter fermentează glucoza cu formare de gaz (excepție fac unele biovaruri de E agglomerans), nu produc H,S, fermentează lactoza/zaharoza, sunt mobile, nu produc indol și fenilalanideaminază, iar lizindecarboxilază au numai două dintre specii (E aerogenes și E gergoviae) Identificarea definitivă este în primul rând exoenzomatică și bazată pe seturi lărgite de teste (Tabelul 31-5) Un set minim de teste utile pentru diferențierea speciilor de Enterobacter este prezentat în tabelul 31-22 Pentru speciile de interes medical au fost propuse scheme de tipare serologică, biochimică și genetică Identificarea spectrului plasmidic a devenit una din tipizările frecvent utilizate în investigarea infecțiilor spitalicești produse de E aerogenes și E cloacae Alte metode de tipare genetică au fost sporadic utilizate Rezistotipia poate fi de asemeni utilă, speciile de Enterobacter având sensibilități variate la floxacine, cefalosporine din generația a IlI-a și aminoglicozide 4 Genul Hafnia Minidefiniție: Genul Hafnia, constituit dintr-o singură specie, H alvei, este o grupare de enterobacterii mobile, care produc gaz din glucoză, lizin- și ornitin-decarboxilază și (3-galactozidază; nu produc H2S, indol, urează și fenilalanideaminază Activitatea fermentativă, decarboxilazicâ și mobilitatea sunt mai active la 30°C Deși izolată relativ frecvent de la om din materiile fecale, enteropatogenitatea acestei enterobacterii este încă discutată Posibila implicare în trahebronșite post-intubație ori în infecțiile tractusului urinar plasează Hafnia mai degrabă în categoria patogenilor ocazionali Identificarea preliminară se bazează deopotrivă pe caracteristicile de cultivare și exoenzimatice Hafnia se dezvoltă cu ușurință pe mediile uzuale (mai rapid la 30°C) determinând colonii tipice „S“, mai rar „R“ Pe mediile moderate și slab selective se comportă ca o enterobacterie lactozo-negativă De obicei produce cantități mici de gaz din glucoza, nu fermentează lactoza/zaharoza și nu produce H2S Pe mediul MILF este anindologenă, imobilă uneori la 37°C, dar mobilă la 30°C, decarboxilează lizina și nu produce fenilalanideaminază Lizindecarboxilază pozitivă și absența producerii de indol accentuează proporția de identificări greșite ca Salmonella 743 Identificarea definitivă Investigarea exoenzimatică prin setul extins de teste biochimice (tabelul 31-5) o facem pentru a elimina confuziile atât cu Salmonella, cât și cu alte genuri, genetic și fenotipic apropiate, ca Enterobacter și Serratia Pe baza a 60 de factori antigenici „0“ și 34 „H“ a fost dezvoltată o schemă de serotipie care are însă o utilizare restrânsă O schemă de tipare fagică, încercată, a fost abandonată din lipsă de sensibilitate (peste 20% din tulpini netipabile) 5 Genul Serratia Minidefiniție: O grupare de enterobacteriacee mobile, care se dezvoltă luxuriant pe mediile simple și slab ori moderat selective Metabolic, Serratia produce cantități mici de gaz din glucoză (5 marcescens este frecvent agazogenă), produce decarboxilaze, dezoxiribonucleaze, proteaze, lipaze, fermentează lactoza tardiv (este însă prompt p-galactozidază pozitivă), nu produce indol, H^S și fenilalanideaminază Testul Voges-Proskauer este pozitiv Taxonomic genul include în prezent 12 entități cu rang de specie și dintre acestea 10 au fost izolate din procese infecțioase la om în tabelul 31 -23 este prezentat un set restrâns de teste biochimice care diferențiază principalele specii cu interes medical Diferențierea speciilor de Serratia (procente reacții pozitive după Farmer, 1995) Tabelul 31-23 Serratia spp Lizindecarboxilază J •g 3 O -O Gaz din glucoză Adonitol L-arabinoză D-sorbitol Malonat Pigment roșu 5 marcescens 99 99 55 40 0 99 3 30 S liquefaciens 95 95 75 5 98 95 o 0 S rMdaen 55 0 30 99 i()0 1 94 50 S, odorifera 100 100 0 50 100 100 0 0 S ptymiahica 0 0 40 0 100 65 0 20 S Jicaria 0 0 0 0 100 100 0 0 S fiinttcola 100 97 79 100 100 100 88 0 Serratia mercescens, principalul exponent al genului, este un condiționat patogen relativ frecvent în infecțiile de spital Recunoscut patogen urinar și respirator determină bacteriemii ori septicemii primare ori secundare de mare gravitate datorită echipamentului lipolitic și proteolitic bogat al acestei grupări și înaltei sale rezistențe la antibiotice (îndeosebi la cefalosporine) Identificarea preliminară este relativ dificilă deoarece S marcescens, izolată frecvent din sindroame septicemice, se poate confunda biochimic cu Salmonella enterica ser Typhi 744 Pe mediile nutritive gelozate Serratia formează în 24 ore, la 37°C predominant colonii „S“, de talie mijlocie La 48-72 ore unele culturi de S marcescens, S rubidaea și S plymuthica produc un pigment roșu aprins, inconfiindabil Pe mediile cu sânge S marcescens poate produce hemoliză cu arie restrânsă Pe mediile selective Serratia determină colonii lactozo-negative ce nu își modifică acest aspect nici după mai multe zile de incubare Pe medii cu gălbenuș de ou, 5 marcescens formează colonii lecitinază-pozitive Identificarea biochimică pe TSI și MILF este uneori dificilă datorită comportamentului asemănător cu Salmonella ser Typhi Astfel: - Ambele bacterii nu produc sau produc cantități minime de gaz din glucoză - H,S este absent (la Salmonella ser Typhi poate apare un punct negru la înțepătura mediului) - Lactoza/zaharoza nu sunt fermentate de ambele bacterii - Ambele grupări sunt mobile și anindologene - Ambele grupări sunt lizindecarboxilază pozitive și fenilalanideaminază negative Identificare definitivă, respectiv încadrarea în gen și specie, o realizăm prin seturi extinse de teste biochimice, convenționale ori microteste, între care sunt esențiale: producerea de lizin- și ornitindecarboxilaze, de gaz din glucoză și fermentarea adonitolului, sorbitolului și 1-arabinozei, Caracteristic pentru S odorifera este producerea unui miros putred Implicarea S marcescens în izbucniri ori evoluții epidemice spitalicești a necesitat metode de tipizare adecvate investigării și stabilirii filiației cazurilor Astfel că la această specie au fost propuse și se utilizează: Tiparea serologică prin aglutinare O și H conform unei scheme antigenice, propusă de Ewing și Davis și extinsă de Grimont, care permite identificarea a peste 70 serovaruri Spre deosebire de celelalte enterobacteriacee, antigenele „H“ de Serratia sunt preparate prin fenolarea 6%o și nu formularea culturilor în bulion Tiparea bacteriofagică Independent, Farmer și col (1995) și Traub și col (1991) au propus scheme de tipare bacteriofagică și bacterriocinică Utilizarea lor nu a cunoscut însă o răspândire largă preferându-se serotipia, iar mai nou mijloace de tipare genetică Rezistotipia poate fi practicată, însă limitele ei la acest gen sunt importante datorită ușurinței cu care S marcescens achiziționează factori de rezistență multiplă Rezistența la aminoglicozide (gentamicină, amikacină) și unele cefalosporine poate fi relevantă pentru rezistotipuri cu circulație spitalicească Tiparea moleculară poate fi practicată prin analiza plasmidelor de rezistență 6 Genul Proteus împreună cu Providencia și Morganella, genul Proteus alcătuiește o grupare caracterizată prin capacitatea de a degrada oxidativ aminoacizii Prezența fenilalani-daminazeili este caracteristică și deci are o semnificație certă în practica de identificare preliminară Minidefiniție: Genul Proteus cuprinde Enterobacteriaceae mobile care fermentează glucoza cu puțin gaz și produc H2S, urează și fenilalanideaminază; nu fermentează lactoza, nu produc lizindecarboxilază și [3-galactozidază Pe mediile nutritive gelozate 2%, Iară inhibitori prezintă fenomenul de invazie sau de migrare, caracteristic genului 745 Taxonomic genul este format din 8 specii, dintre care numai 3 prezintă importanță medicală: P vulgaris, P mirabilis și P penneri, în tabelul 31-24 este prezentată o asociere de teste prin care pot fi diferențiate aceste specii Tabelul 31-24 Diferențierea speciilor de Proteus (procente reacții pozitive după Farmer, 1995) Proteus spp îndoi Omitin-decarboxilază Citrat (Simmons) Maltoza P Vulgaris 2 99 65 0 P mirabilis 98 0 15 97 P penneri 0 0 0 100 Implicații în patologie Toate speciile de Proteus sunt frecvent întâlnite în natură, iar dintre acestea P vulgaris și P mirabilis destul de frecvent și în patologia umană Proteus mirabilis este, Escherichia coli, agentul etiologic cel mai frecvent al infecțiilor urinare, iar P vulgaris a fost incriminat în infecții urinare, dar mai ales în gastroenterite cu aspect de toxiinfecții alimentare Proteus vulgaris este izolat curent din scaun fiind component al microbiotei intestinale Accidental, ambele specii pot cauza infecții localizate, îndeosebi a plăgilor chirurgicale abdominale, sau septicemii Identificarea preliminară a genului Proteus este din cele mai facile bazându-se pe caracteristica, unică la Enterobacteriaceae, de a invada mediile simple gelozate 2% Din locul inoculării, valuri succesive de cultură migrează concentric până la marginea mediului sau până la întâlnirea cu valul migrator al altei colonii Dacă coloniile migratoare aparțin aceleiași tulpini valurile se intrică formând o pânză continuă Dacă ele aparțin însă la două tulpini diferite, chiar din aceeași specie de Proteus, migrările se opresc la 1-2 mm distanță, între ele trasându-se o linie de demarcație Acest fenomen, cunoscut ca fenomenul de demarcație Dienes, este folosit ca marker epidemic Pe mediile selective Proteus se comportă că o grupare lactozo-negativă, coloniile neputând fi diferențiate de ale salmonelelor ori shigelelor Asocierea de medii multitest TSI și MILF diferențiază Proteus de celelalte enterobacterii lactozo-negative prin producerea de fenilalanideaminază și absența lizindecarboxilazei Producerea de indol de către P vulgaris diferențiază speciile de Proteus chiar în etapa preliminară a diagnosticului Identificarea definitivă Identificarea biochimică prin setul lărgit de teste convenționale recomandate pentru încadrarea de gen și specie la familia Enterobacteriacee (tabelul 31-5) este utilizată numai în cazuri rare de ațipii fenotipice ale izolatelor de Proteus Tiparea serologică a fost preconizată încă din 1917 de Weil și Felix O schemă antigenică propusă de Kauffman și Perch, după modelul schemei Kauffman-White de la Salmonella, se bazează pe 55 factori antigenici „0“ și 31 „H“ Serovarurile s-au dovedit buni markeri epidemiologici, îndeoasebi în serviciile de urologie cu o frecvență înaltă de infecții încrucișate Din altă schemă de clasificare antigenică, cea propusă de Vinkle, reținem serovarurile de Proteus 0X19, 0X2 și OXK pentru înrudirile antigenice cu rickettsiile și utilizarea lor ca antigene în reacția de aglutinare, Weil-Felix în serodiagnosticul unor rickettsioze de primoinfecție 746 Tiparea bacteriofagică a fost propusă de Farmer, iar la noi de Popovici et al Randamentul este inferior altor markeri epidemiologici Rezistotipia poate folosi antibiotice din grupul P-lactaminelor, aminoglicozidelor și fioxacinelor față de care tulpinile de Proteus au dovedit grade și spectre diferite de sensibilitate 7 Genul Providencia Minidefiniție Genul Providencia este în multe privințe asemănător metabolic genului Proteus: fenilalanideaminază pozitiv; lactoză, Ș-galactozidază și lizindecarboxilază negativ Se diferențiază de acesta însă prin absența caracterului migrator pe medii simple gelozate 2%, prin capacitatea de scinda malonatul și a crește pe medii cu citrat (Simmons) Cu excepția P alcalifaciens, celelalte specii nu produc ori generează cantități foarte mici de gaz din glucoză Taxonomia Restructurat recent, genul Providencia, este constituit din 6 specii, dintre care 4, P rettgeri, P stuartii, P alcalifaciens și P rustigianii, au fost izolate din prelevate umane în tabelul 31-25 sunt asociate, într-un set restrâns, testele prin care se diferențiază aceste specii Tabelul 31-25 Diferențierea metabolică a speciilor de Providencia (procente reacții pozitive după Farmer, 1995) Providencia spp- Gaz din glucoză Manitol Adonitol Jnozitol Rhaninoză Trehaloza Urează P rettgeri 10 100 100 90 70 0 98 P stuartii 0 10 5 95 0 98 30 P, alcalifaciens 85 98 1 0 2 0 P rustigianii 35 0 0 0 0 0 0 Importanța în patologie Providencia rettgeri (anterior Proteus rettgeri) și P stuartii cauzează infecții urinare și extraintestinale, îndeosebi nosocomiale Providencia alcalifaciens, rareori izolată de la om, a fost implicată în izbucniri epidemice (toxiinfecții alimentare) ori cazuri sporadice de diaree acută Providencia rustigianii a fost izolată sporadic și nesemnificativ de la om Identificarea preliminară se bazează pe testele biochimice din cadrul asocierii TSI și MILF întrucât caracterele de cultivare pe mediile selective încadrează aceste bacterii în categoria enterobacteriilor lactozo-negative Cantități mici sau absența formării de gaz din glucoză, a H2S și producerea de fenilalanideaminază și indol la o cultură care nu migrează sunt elemente suficiente de încadrare a izolatului în genul Providencia Identificarea definitivă Identificarea biochimică prin teste asociate în seturi extinse (convenționale ori microtest) este baza de încadrare într-una din speciile menționate Providencia rettgeri 747 este însă o grupare fenotipic și genotipic neomogenă în interiorul ei defînindu-se 4 biovariante stabilite prin capacitatea de a fermenta ramnoza și salicina Constituite într-o schemă de biotipare aceste două teste pot funcționa ca markeri epidemiologici Identificarea serologică prin scheme bazate pe antigene „0“ și „H“ au fost stabilite pentru P rettgeri: 34 factori „0“, 26 factori „H“, care determină 45 serovaruri, și pentru speciile P stuartii și P alcalifaciens (împreună): 62 factori ,,0‘‘ și 30 „H“, care determină 45 serovaruri Rezistotipia a fost sugerată ca metodă facilă folosind antibiotice P-lactamice, aminoglicozide și fluorochinolone active în general pe bacteriile din genurile Proteus/ Providencia 8 Genul Morganella Minidefiniție: O grupare de Enterobacteriaceae mobile producătoare de fenilalanideaminază, urează, omitindecarboxilază și indol Membrii genului Morganella nu produc p-galactozidază și H2S și nu cresc pe medii cu citrat (Simmons) Taxonomic La propunerea lui Brenner, specia Proteus morganii a fost reconsiderată ca gen aparte, Morganella, pe baza analizelor genetice de hibridare a ADN Unica specia a genului, M morganii, are un habitat puțin studiat La om a fost izolată din materii fecale Este cunoscută în patologie ca agent etiologic al unor infecții urinare post-operatorii Mai rar a fost menționată și în infecții generalizate Identificarea preliminară Morganella morganii cultivă cu ușurință pe mediile gelozate simple sau medii slab și moderat selective formând colonii tip „S“, lactozo-negative Spre deosebire de Proteus nu invadează suprafața mediului Pe asocierea TSI și MILF M morganii produce cantități reduse de gaz din glucoză, nu fermentează lactoza/zaharoza și este H2S negativă Pe mediul MILF M morganii este mobilă, produce indol, fenilalanideaminază și nu produce lizindecarboxilază Confundabilă prin această simplă asociere cu alți membri ai grupării Proteus/ Providencia, M morganii se diferențiază de aceștia printr-un set restrâns de teste prezentat în tabelul 31-26 Tabelul 31-26 Diferențierea metabolică a genurilor Proteus-Providencia-Morganella Genul Indol Urează Citrat (Simmons) Omitindecarboxilază D-xiloză Invazie pe mediu agarizat 2% Proteus V + d V + + Providencia + V - - - Morganella + + - + - - Identificarea definitivă se efectuează pe setul extins de teste biochimice din tabelul 31-5 Identificarea serologică se efectuează după o schemă constând din 34 de factori antigenici „0“ și 25 „H“ Practicarea ei este însă limitată 748 Rezistotipia este aplicabilă în aceleași condiții ca și pentru gen J Proteus Menționăm însă sensibilitatea frecventă a M morganii la nitrofurantoin și tetracicline, care pot fi utilizați ca markeri intraspecifici ori intergenerici 31 IE IDENTIFICAREA ENTEROBACTERIACEELOR OCAZIONAL PATOGEN E O suită de grupări relativ recent incluse în familia Enterobacter iac ее au un rol puțin cunoscut în patologia umană Semnificația etiologică este deseori greu de interpretat mai ales din cauză că, de multe ori, izolarea lor este întâmplătoare Identificările eronate și plasarea izolatelor clinice, pe baza unor seturi restrânse de teste biochimice, în genurile mai frecvent incriminate din categoria condiționat patogenilor ar putea explica, în parte, frecvența redusă cu care au fost raportate în patologie Semnalările de până acum sunt sporadice într-un contest clinic necaracteristic și fără un mecanism patogenic definit Majoritatea infecțiilor au fost descrise la imunodepresați în relație constantă cu acte diferite din cursul spitalizării: cateterizare, intervanții chirurgicale, intubații, investigații endoscopice Rareori au fost semnalate infecții spontane la persoane anterior sănătoase Gama taxonomică foarte largă în care se așează aceste grupări îngreuiază mult identificarea lor, întotdeauna fiind necesare seturi extinse de teste biochimice pentru o încadrare corectă Setul extins de teste biochimice prezentat în tabelul 31-5 ori sisteme microtest ca API (variantele E cu mai mult de 20 teste), VITEK Biolog, MIDI, Microscan sunt considerate satisfăcătoare și pentru identificarea acestor grupări în tabelul 31-27 sunt sintetizate câteva dintre caracteristicile principalelor entități taxonomice ocazional patogene Dificultăți importante ridică diferențierea genurilor Rahnella și Tatumella (fenilalanideaminază pozitive) de Proteus, Providencia și Morganella Imposibilitatea de a produce urează, indol, imobilitate la genul Tatumella și scindarea malonatului de către Rahnella sunt teste accesibile ce tranșează diferențierea între aceste grupări Producerea de indol este, de asemenea, un test categoric pentru diferențierea dintre Edwardsiella și Salmonella Genul Kluyvera, indologen, lactozo-pozitiv, este dificil de separat de Escherichia în asocierea de medii multitest Capacitatea de a crește pe medii cu citrat ca unică sursă de carbon (Simmons) și de a scinda malonatul de sodiu, proprietăți pe care le au sopeciile din genul Kluyvera, sunt esențiale în diferențiere Speciile de Cedecea se diferențiază greu te Enterobacter și Serratia, teste adiționale, îndeosebi 1-ramnoza și DNA-za, sunt necesare pentru o identificare corectă Până în prezent, cu excepția genului Edwardsiella, nu sunt propuse procedee adiționale de tipizare Grupările respective nefîind implicate în procese epidemice, identificarea de gen și specie a fost suficientă pentru cerințele diagnostice Rezistotipia este posibil a se aplica în orice suspiciune de extindere epidemică întrespitalicească Tiparea plasmidică poate de asemenea deveni o metodă accesibilă în cazuri epidemice deosebite 749 Ui O ШШ7 Caractere ale enterobaderiaceelor ocazional patogene pentru om Genul Specii izolate de la ora Caractere metabolice esențiale3 Implicații în patologie Observații S>a ■U N N 8 я 3 I ІЙ 8 8 j 0 XI 3 w N â Ornitin- deciirboxilaza ■ a Л c 0 0 0 p я я s 1 2 3 4 j 6 7 8 9 10 11 12 Budvicia B aquatica d d d - - - d Izolată din fecale; fără semnificație clinică Qdeceo C davisae C lapagei C neteri + - d ONPG+ - - V - + Rareori patogen; izolat din tradusul respirator C davisae - Ode pozitivă ara-binoză neg (diferențiere de Enlero-bader) - DNA-ză negativă (diferențiere de Smiia) EdwaMIa E, larda E hoshinae + V + + + + E larda - patogen intestinal - meningite, osteomielite, abcese hepatice - septicemii E, hoshinae este rareori patogena E larda IbS pozit Ewingella E americana - - d - - - - d Infecții cu localizări diferite; rareori bacteriemii și septicemii Kluyvere K ascorbata K, cryocrescens + - + + + + - + Infecții ale țesuturilor moi; pielonefrite și septicemii Crește pe mediul cu citrat (Simmons) Leciletria L adecarbo-xylata + - + ONPG+ - - » - d lnfec{ii respiratorii; septicemii 'ШіііЛ ,7(coiiliiiiiiiic) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Leminordla L, grimoniii L richardii V + - - - - - Izolate din enterite și infecții urinare L grîmoniîi crește pe mediul cu citrat (Simmons) Moelerella M wiconsensis - - + - - - - - Izolată din fecale; semnificație clinica incertă Crește pe mediul cu citrat (Simmons) Pragio P fonlium - + - - - - d + Ipotetic patogen enteral Rahnelia R aquatilis + + - - - + - Patologie de cateter (venos, urinar) Indolul, ureaza (negative) și malonatul pozitiv o diferențiază de Proteus/Providencia Tatumella l ptyseos - - - - - + - Semnificație incertă în patologia respiratorie Fermentează numai glucoza și zaharoza Xenorhabdus X Іитіііеш - - - V - - ' - + Izolat din plăgi și bacteriemii Este slab luminiscent ЛЛ У regensbuigei + (ONpe +) - + + + Izolat din tradusul respirator, urinar, intestinal și sânge Crește pe mediul cu citrat (Simmons) а Simboluri: Ode = omitindecarboxilază; ѵ = speciile au reacții diferite; d = reacții diferite în cadrul speciilor; () = reacții tardiv pozitive BIBLIOGRAFIE ALONSO, R , AUCKEN, H M et al : Comparison of sertype, biotype and bacteriocinotype with DNA-RFLP pattems for the type identification of Serratia marcescens (1993) Epidemici Infect 111:99 ALTWEGG, M , BOCKEMUHL, J : Escherichia andShigella In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson's Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn, Amold, London, voi 2 pp 935-968 (1998) BORRIELLO S P , MURRAY R P , FUNKE G Topley Wilson's Microbiologyand Infections-Bacterology voi II Hodder Amold - ASM Press - 2006 BRENNER, D J : Family Enterobacteriaceae In R N Krieg, G J Holt (eds) Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 9-th edn, Williams and Wilkins, Baltimore, voi 1, pp 408-516(1984) BRENNER, D J, FARMER, J J , HICKMAN, F W et al : Taxonomic and nomenclature changes in Enterobacteriaceae (1977) HEW Publication No (CDC) 79-8356 Center forDisease Control, Atlanta EWING W H : Identification of Enterobacteriaceae Edwards and Ewing Fourth ed , Elsevier Sci Publishing Со , N Y (1986) , FARMER, J J III: Enterobacteriaceae: Introduction and identification In P R Murray, E J Baron M A Pfaller et all (eds) Manual of Clinical Microbiology, 6-th edn, A S M Press, Washington D C , pp 438-449 (1995) FARMER, J J III,Davis, B R : Biochemical i dentification of new species and biogroups of Enterobacteriaceae isolated from clinical specimens (1985) J Clin Microbiol 21:46 GANCEVICI, C : Mecanismele patogenice ale bolii diareice acute produse de E coli (1989) Bacteriol Virusol ParazitoL Epidemiol 34:31 GARCIA, M I , BOUGUENEC, C : Role of adhesion in pathogenicity of human uropathogenic and diarrhoegenic Esc/zez’zc/i/a coli (1996) 5м// Ins Pasteur 94:201 GARRITY M G , BELL A J , LILBURN G T : Toxonomic outline of the Prokaryotes In Bergey’s Manual of systematic Bacteriology, sec Ed SpringerN Y, 2004 GEORGESCU, C : Genul Escherichia In V Bîlbîe, N Pozsgi (editori) Bacteriologic Medicală, Editura Medicală, București, voi 2, pp 242-255 (1985) GILCHRIST, I M R : Enterobacteriaceae: Opportunistic pathogens and other genera In P R Murray, E J Baron, M A Pfaller et al (eds) Op citată pp 457-467 (1995) GRAY, D L : Escherichia, Salmonella, Shighella, Yersinia In P R Murray, E J Baron, M A Pfaller et al (eds) Op citată pp 450-456 (1995) GRIMONT, P A D , GRIMONT, F : Biotyping of Serratia marcescens and its use in epidemiological studies (1978) J Clin Microbiol 8:73 HOLMES, B : The Enterobacteriaceae: general characters InL Coolier, A Balows, M Sussman (eds) Op citată pp 919-934 (1998) HOLMES, B , AUKEN, H M : Citrobacter , Enterobacter, Klebsiella, Serratia and other membres of the Enterobacteriaceae In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Op Citată pp 999-1034 (1998) ISRAIL, A M : The significance ofbacteria typing ofKlebsiella strains (1981) Zbl Bakt Hyg I Abt Orig A 250:63 KAUFMANN F : The Bacteriology of Enterobacteriaceae, Munksgaard, Copenhagen (1966) KELTERBORN, N E : On the frequency of occurrence of Salmonella species An analyysis of 1 5 milions strains of Salmonella isolated in 109 countries during the period 1934-1975 (1979) Zbl Bakt Hyg I Abt Orig A 243:289 " LE MINOR, L , SANSONETT1, P , RICHARDS, C et al : Enterobacteries In L Le Minor, M Veron (eds) Bacteriologie Medicale, Flammarion Medicine Sciences, Paris (1989) MEITERT, T : genul (Grupul) Shighella In V Bîlbîe, N Pozsgi (editori) Bacteriologie Medicală, Editura Medicală București, pp 256-282 (1985) NEGUȚM : Familia Enterobacteriaceae Genul Klebsiella Genul Proteus Genul Salmonella Genul Serratia In V Bîlbîe, N Pozsgi (editori) Op citată pp 218-241, 317-320, 327-332, 245-314 (1985) NEGUT, M SZEGLI, L , GEORGESCU, C et al : Schemă simplificată de diagnostic a enterobacteriaceelor (1977) Bacteriol Virusol ParazitoL Epidemiol (22:171 752 J1D D C , THRELFALL, E J : Salmonella In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Op citată pp 969998 (1998) ' LSEN, J E , AABO, S , HILL, W et al : Probes and polymerase chain reactionfor detection offood-borne bacterial pathogens (1995), Intern J Food Microbiol 28:1 DESEN, J E , SKOV, N M , THRELFALL, E J et al : Clonal lines of Salmonella enterica serotype Enteridis documented by IS 200 ribo-pulsed-field gel electrophoresis and RFLP typing (1994) J Med Microbiol 40:15 ORSKOV, F : Escherichia In R N Krieg, G S Hoit (eds) Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 9-th edn, Williams and Wilkins, Baltimore, pp 420-423 (1984) °OPOFF M Y : Antigenic formulas of the Salmonella serovars WHO Collaborating for Reference and Research o Salmonella, 8th edition Inst Pasteur Paris 2001 RUSU, V : Genul Yersinia In V Bîlbîe, N Pozsgi (editori) Bacteriologic Medicală, Editura Medicală, București, pp 342-357 (1985), SENIOR, B W : Proteus, Morganella and Providencia In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Op citată pp 1035-1050 (1998) TESH, L V , O'BRIEN, D A : Adherence andcolonizationmechanism of enteropathogenic andenterohernorrhagic Escheria coli (1992) Microbiol Pathogenesis 12:245 TRAUB, W H : Comparative biotyping and serogrouping (0-antigens) of Serratia liquefaciens (1991) Int J Med Microbiol 275:200 WANGER, A : Yersinia In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Op citată pp 1051-1064 (1998) WASHINGTON, J A : Laboratory Procedures in Clinical Microbiology, 2-nd edn, Springer-Verlag, New-York, pp 180-211 (1985) 31 2 IDENTIFICAREA „FAMILIEI VIBRIONACEAE“ (DUMITRU BUIUC) Studiile recente de biologie moleculară și chemotaxonomie contestă realitatea Familiei Vibrionaceae în accepțiunea inițială de grupare taxonomică cu 3 genuri: Vibrio, Aeromonas și Plesiomonas Totuși habitatul, similarități fenotipice și patogene justifică tratarea împreună a celor 3 genuri din punct de vedere al identificării în microbiologia clinică 31 2A IDENTIFICAREA VIBRIONILOR 31 2A 1 Minidefiniție 5 Genul Vibrio reunește bacili gram-negativi, frecvent încurbați în virgulă, nesporulați, mobili, în medii lichide prin flageli polari mono- sau multitrichi, iar pe medii solide prin flageli laterali cu lungime de undă mai mică decât flagelul polar, catalazo- și oxidazo-pozitivi Excepție face numai V metschnikovii, oxidazo-negativ Nepretențioși nutritiv, facultativ anaerobi, atacă zaharurile fermentativ, fără producere de gaz Cele mai multe specii sunt sensibile la agentul vibriostatic 0/129 (2,4-diamino-6,7-di-izopropilpteridină) în concentrații de 10 și/sau 150 mg Produc variate enzime extracelulare, care includ toxine citotoxice și citolitice, neuraminidază, chitinază, proteaze, lipaze ș a Sunt organisme acvatice adaptate la variate salinități (NaCl stimulentă pentru creșterea unor specii este obligatorie pentru altele) Abundă în apele marine și estuarine în simbioză cu vertebratele și nevretebratele acestor ecosisteme 753 31 2A 2 Considerații taxonomice Hibridările ARNr-ADN indică o înrudire de cel puțin 80% între genurile Vibrio și Photobacterium, dar mai mică de 60% cu Aeromonas și Plesiomonas, ceea ce justifică separarea acestor taxoni Sunt cunoscute, până în prezent, 36 specii de Vibrio, dintre care cel puțin 12 patogene sau cu potențial patogen pentru om Cinetica reasocierii AND-ADN indică o anumită heterogenitate fîlogenetică a genului în care o homologie sub 30% conturează: grupul V cholerae-V mimicus, complexul V fluvialis-V furnissii și linia V parahaemolyticus-V alginolyticus; două specii, V anguillarum și V damsella, sunt propuse pentru reclasifîcare în genul Listonella și respectiv Photobacterium, iar alte specii s-au dovedit sinonime (e g , V, harvey = И carchariae) 31 2A 3 Habitat și implicații în patologie Vibrionii sunt microorganisme acvatice Speciile halofile (V parahaemolyticus, V vulnificus ș a ) sunt limitate la apele marine, estuarine, costiere și lagunare Speciile non-halofile, ca V cholerae și V mimicus, se răspândesc și în apele dulci: râuri, lacuri la distantă de mediul marin Prezența vibrionilor în apele dulci este tranzitorie în apele marine persistă însă sub mai multe forme: • Forma liberă persistă cât timp apa le oferă transporturi și concentrații de nutrienți optime pentru creștere • Forma epibiotică reprezintă o asociație intimă a vibrionilor cu matricea chitinoasă a zooplanctonului, a scoicilor sau copepodelor favorizată prin producerea de către aceste bacterii a chitinazei și unor proteine de legare la aminozaharuri Vibrionii epibionți nu numai că sunt mai persistenți în mediul marin, dar eludează mai eficient bariera acidă gastrică decât vibrionii liberi • Forma „dormantă" reprezentată prin microvibrioni și celule viabile, dar necultivabile, a fost demonstrată prin colorații imuno fluorescente a probelor de mediu Eficiența fiecăreia dintre aceste trei forme de existență a vibrionilor pentru persistența și răspândirea loe epidemică rămâne de precizat Holera, o gastroenterită de interes major pentru sănătatea publică prin morbiditate și mortalitate, este determinată de serogrupele 0:1 și 0:139 ale V cholerae Principalul factor de patogenitate al vibrionilor holerigeni, dar nu singurul, este enterotoxina termolabilă O hemolizina termosatbilă directă, responsabilă de fenomenul Kanagawa (vezi mai jos), și o citotoxină înrudită sunt importanți factori de patogenitate ai V parahaemolyticus Hemolizina termostabilă a fost identificată și la alte specii de Vibrio implicate în infecții umane Capsula este un important factor de virulență la V vulnificus Tabelul 31 -28 trece în revistă implicațiile specilor de Vibrio în patologia umană 754 Tabelul 31-28 Specii de Vibrio patogene pentru om și sindroame clinice identificate Sindroame clinice11 V cholerae 0:1, 0:139 : vibrionii holerigeni) +4-4- V cholerae non- 0:1 +++ ++ + + V mimicus ++C + tfluvialis +++ V parahaemolyticus +++ + V alginolyficus ? ++ + ++ + V cincinnatiensis V hollisae ++c 4- V' vulnificus 9 ++ ++ ++“ V furnisu 7 V carchariae + V metschmkovii 7 + P damsellae ++ + - Simboluri: +++ = cazuri frecvente: ++ = între6 și 100 de cazuri comunicate; + = 1-5 cazuri comunicate; ? = isolate din scaun diareic, dar cu insuficiente criterii de semnificație clinică : La personae salvate de înec - După consumul de „fructe de mare“ 1 Condițiile de risc pentru septicemia cu V vulnificus sunt hemopatii, vârsta peste 40 ani și sexul masculi n 31 2A 4 Obținerea culturii pure Izolarea vibrionilor din materii fecale impune utilizarea mediilor selective cu și rară îmbogățire prealabilă (revezi 19 3,3,1 ) în principiu, selectivitatea acestor medii se bazează pe capacitatea vibrionilor de a crește de la pH 8,6, defavorabil multor bacterii, de a tolera concentrații toxice ale unor compuși organici (bilă, săruri biliare) sau anorganici I iodură de potasiu, felurit de potasiu) Cea mai indicată este folosirea în paralel a unui mediu mijlociu selectiv și înalt selectiv Largă utilizare are, de prima categorie, mediul BSA (Bile Salts Agar) și, din a doua categorie, mediul TCBS (Thiosulphate-Citrate-Bile Salts-Sucrose) Capacitățile selective ale mediilor de cultură pentru speciile de Vibrio variază cu lotul și firma producătoare, de aceea trebuie verificate în prealabil (consultă Capitolul 39) Din alte prelevate mediul de izolare este agarul cu 5% sânge de berbec Din plăgi, în condiții epidemiologice sugestive (plăgi contaminate cu apă de mare, mușcătura de rechin etc ), izolarea poate fi făcută pe un mediu selectiv 31 2A 5 Caractere de cultivare Pe medii neselective cu 0,5-1% NaCl vibrionii formează, după incubare peste noapte la 37°C, colonii cu diametrul de 2-5 mm, turtite sau ușor convexe, uzual netede, umede 755 luciose Există variante cu colonii transparente sau colonii opace Variantele rugoase, posibil izolate atât din probe de mediu, cât și din prelevate patologice, formează colonî: zbârcite, greu de emulsionat Pe agar cu 5% sânge de berbec, iepure sau cal cele mai multe tulpini de К damsella V fluvialis, V hollisae, V metschnikovii și, uzual, tulpinile non-0:l de v cholerae produc b-hemoliză după 24 ore de incubare De asemenea, frecvent b-hemolitice sunt și tulpinile biovarului El Tor al V cholerae Vibrio alginolyticus, V parahaemolyticus sau V vulnificus sunt nehemolitice sau produc numai o înverzite a mediului circumscrisă coloniilor, echivalentă a-hemolizei Fenomenul kanagawa este p-hemoliza pe care o produce Vparahaemolyticus în condiții speciale de cultivare, anume pe agarul Wagatsuma (agar cu D-manitol ca sursă de carbon, cu 7% NaCl și sânge uman grup 0 sau sânge de iepure) Pe medii fără concentrația optimă de sare majoritatea speciilor halofile nu cresc Unele tulpini de V alginolyticus și V parahaemolyticus au creștere invazivă La V parahaemolyticus acest tip de creștere este declanșat de condiții feriprive și de limitarea rotației flagelare la repicarea din bulion pe mediul agarizat (dezvoltarea flagelilor laterali în medii lichide cresc cu formare de peliculă și opacifiere omogenă Caracterele de cultivare ale vibrionilor și altor bacterii izolate pe mediul TCBS sur: prezentate în tabelul 31-29 Vibrio holisae, V damsella și V cincimi atiensis cresc prost sau de loc pe mediul TCBS Tabelul 31-Ir Aspectul culturii de 18-24 pe TCBS (Thiosulphate-Citrate-Bile-Salts-Sucrose) a speciilor de Vibrio cu interes medical comparative cu alte specii posibil asociate Specii Creștere Diametrul coloniei (mm) Fermentarea zaharozei (% tulpini) Culoarea coloniilor V alginolyticus Bună 2-5 99 Galbenă V cholerae Bună 2-3 100 Galbenă V cincinnatiensis Foarte slabă 0-f mici 100 Galbenă V fluvialis Bună 2-3 100 Galbenă V furnisii Bună 2-3 100 Galbenă V metschnikovii Poate fi slabă 2-4 100 Galbenă V carchariae Bună 2-3 50 Galbenă (50' Verde (50% V vulnificus Bună 2-3 15 Verde (85°c Galbenă 5% V mimicus Bună 2-3 0 Verde V parahaemolyticus Bună 2-5 1 Verde V hollisae Foarte slabă 0-f mici 0 Verde Photobacterium damsellae Slabă la 36-37GC 2-3 5 Verde (95% Galbenă 5% Aeromonas hydrophila Vâri abilă 0-3 > 90 Galbenă Plesiomonas shigelloides Variabilă I 0 Verde Proteus vulgaris Bună 2-3 97 Galbenă Alte Enterobacteriaceae Variabilă 0-f mici Variabilă Transparer Tc Pseudomonas spp Variabilă Variabilă 0 Verde 756 Numai unele specii de Vibrio cresc pe agarul Mac Conkey (e g , V cholerae) și formează colonii lactozo-negative 31 2A 6 Caractere microscopice La microscopia preparatelor umede, de preferat pe fond întunecat, din scaunul diareic sau culturi în medii lichide, V cholerae are o mișcare vie de rostogolire caracterisitică organismelor mono flagelate Crescuți în condiții optimale, vibrionii apar ca bacili gram-negativi de 0,5-0,8 mm grosime/1,4-2,6 mm lungime în culturile tinere predomină formele încurbate în virgulă, ocazional în S Odată cu îmbătrânirea culturii formele drepte sunt tot mai numeroase și diferențierea de alți bacili enterici devine dificilă Cultivați pe medii cu concentrații suboptimale de NaCI, vibrionii apar polimorfi Polimorfismul este accentuat mai ales la speciile halofile, chiar în frotiuri din prelevate patologice: de la fine forme bacilare cu încurbare minimă până la forme cocobacilare După subcultivare pe medii cu concentrație salină favorabilă, aceste specii revin la morfologia normală 31 2A 7 Teste preliminare Pentru identificarea corectă a vibrionilor, utilă deciziei clinico-epidemiologice, trebuie respectate două imperative: (1) Cultivarea vibrionilor halofili pe medii de purificare a culturii și de identificare cu concentrație optimă de NaCI: e g , V parahaemolyticus izolat pe mediul TCBS și subcultivatpe medii nesuplimentate cu NaCI este nu numai polimorf, dar are și caractere biochimice aberante (2) Urgența identificării V cholerae Este favorizată de caracterul non-halofil al speciei Următoarele teste sunt indicate pentru identificarea genului Vibiro: testul oxidazei, sensibilitatea la agentul vibriostatic 0/129, toleranța la 6-6,5% NaCI și testul „șuviței'4 de ADN ’ Din tabelul 31-29 am văzut că și pe un mediu înalt selectiv, ca TCBS, pot crește nu numai vibrionii, ci și Proteus, iar variabil Aeromonas, Plesiomonas, în funcție de calitățile selective Se impune deci diferențierea vibrionilor de asemenea genuri Testul oxidazei diferențiază speciile de Vibrio, Aeromonas și Plesiomonas shigelloides, oxidazo-pozitive, de enterobacteriacee, care eventual cresc pe mediile selective (e g , Proteus vulgaris), oxidazo-negative Singur V metschnikovii, lipsit de citocromul c, este oxidazo-negativ Testul oxidazei cu izolatele de pe mediul TCBS poate fi fals pozitiv din cauza prezenței zaharozei Testul vibriostatic cu 0/129 (2,4-dinamic-6,7-diizopropilpteridină) Prepară o suspensie a tulpinii de identificat cu turbiditatea echivalentă etanolului 0,5 Mac Farland și însămânțează ca pentru antibiograma difuzimetrică o placă cu agar tripticază soia Plasează pe aria însămânțată câte un disc cu 10 mg și respectiv 150 mg 0/129 Orice zonă de inhibiție apărută în jurul discurilor după incubare peste noapte semnifică un test pozitiv 757 Eficiența testului a devenit relativă odată cu aparția tulpinilor de V cholerae rezistente la 0/129: e g , >90% din tulpinile de V cholerae 0:1 izolate în India sunt rezistente la ambele concentrații Deci rezistența la 0/129 nu exclude în mod necesar această specie Toleranța la 6-6,5% NaCl (vezi mai jos): diferențiază corect genul Vibrio, tolerant, de Aeromonas și Plesimonas, care nu cresc la această concentrație salină Testul „șuviței" de ADN Suspensionează o colonie suspectă de Vibrio într-o picătură din soluția 0,5% dezoxiicolat de sodiu depusă pe o lamă de microscop Prin liza vibrionilor este eliberat ADN, care poate fi tras cu ansa ca o șuviță Testul diferențiază rapid V cholerae de Aeromonas spp care sunt oxidazo-pozitive și pot forma colonii asemănătoare pe mediile de izolare ■ Alternativ, izolatele suspecte pot fi triate pe mediul TSI: (1) Vibrionii cu interes medical: • Fermentează fără gaz glucoza • Fermentează sau nu zaharoza • Uzual speciile diareigene nu fermentează lactoza • Nu produc H2S (2) Aeromonadele diareigene usual produc gaz din glucoză (3) Proteus vulgaris produce FLS Oricât de fidel, un singur test nu individualizează corect genul Vibrio Pentru o bună diferențiere între genurile Vibrio, Aeromonas și Plesiomonas, JANDA (1998) propune o baterie minimală de teste care include: ozidaza, creșterea pe agar nutritiv cu 0% și 6% NaCl, femențarea glucozei cu/fară gaz, testul „șuviței44 de AND, sensibilitatea la 10 și respectiv 150 pg 0/129, la 10 îg ampicilina (tabelul 31-30) Tabelul 31-30 Teste minimale pentru diferențierea între genurile: Vibrio, Aeromonas și Plesiomonas Testul Vibrio Aeromonas Plesiomonas Nonhalofili | Halofili Oxidaza 4- +b 4- Creșterea pe agar cu 0% NaCl 4- - + 4- 6% NaCl 4- 4- - Glucoză fermentarea 4- 4- 4- 4- producere de gaz - c V - Testul "șuviței^ de ADN 4- +d - - Rezistanța la: 0/129 (10pg) e V 4- - 0/129 (150pg) e V 4- - Ampicilină (10pg) - V 4-E - * Simboluri: + = reacție pozitivă (pentru testele de rezistență: rezistent); - - reacție negativă (pentru testele de rezistență; sensibil); v = diferit Ia diferite specii bCu excepția V metschnikovii € Cu excepția V fumisii și rare tulpini de P damsellae d Cu excepția unor tulpini de V parahaemolyticus e Au apărut tulpini rezistente Ia ambele concentrații de 0/129 (vezi textul) Cu excepția A trata 758 Aglutinează pe lamă cu ser anti-holeric 0:1 și 0:139 izolatele cu colonii galbene pe mediul TCBS și cu testul oxidazei pozitiv pe mediu neselectiv Confirmă biochimic identitatea celor care aglutinează Revezi 19 3 3 1 2 pentru amănuntele de manipulare a coproculturii cu suspiciunea de holeră 31 2 8 Teste definitive Procedează la testele biochimice de confirmare а V cholerae sau de identificare a celorlalte specii de Vibrio (Tabelul 31-31) pornind de la cultura pură a izolatelor suspecte Tabelul 31-31 Caractere biochimice diferențiale alle speciilor de Vibrio cu interes medical (adaptat după Janda, 1998, McLaughlin, 1995) Testul3 V cholerae V parahaemollyticu ~§ •u Oxidază 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100 95 0/129 zonă de inhibiție la discul de 150 jig 99 95 20 98 19 31 0 40 100 90 25 100 Creștere în bullion cu: 0 % Na CI 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 l%Na CI 100 100 100 99 99 99 99 99 100 100 100 100 6% Na CI 53 49 99 65 100 96 100 83 100 78 100 100 8% Na CI 1 0 80 0 94 71 78 0 0 44 62 0 10% Na CI 0 0 2 0 69 4 0 0 0 4 0 0 12% Na CI 0 0 1 0 17 0 0 0 0 0 0 0 Indol 99 98 98 97 85 13 11 97 100 20 8 0 Decarboxilaze Moeller Arginină 0 0 0 0 0 93 100 0 95 60 0 0 Lizinâ 99 100 100 99 99 0 0 0 50 35 57 100 Omitină 99 99 95 55 50 0 0 0 0 0 0 0 ONPG 94 90 5 75 0 40 35 0 0 50 86 0 Voges-Proskauer 75 9 0 0 95 0 0 0 50 96 0 95 Acid din: L-arabinoză 0 1 80 0 1 93 100 97 0 0 100 0 m-inozitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40 100 0 salicină 1 0 1 95 4 0 0 0 0 9 100 0 lactoză 7 21 1 85 0 3 0 0 0 50 0 0 zaharoză 100 0 1 15 99 100 100 0 5 100 100 50 Urează 0 1 15 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 Rezultate pozitive exprimate procentual 759 Utilizează pentru testări medii cu concentrația de NaCl crescută până la 1%, cu excepția testelor de creștere în absența sau la alte concentrații de sare Incubează la 30-37°C și urmărește rezultatele până la o săptămână cu citire zilnică pentru că, frecvent, se pozitivează în primele două zile Tabelul 31-32 Caractere diferențiale ale biovarurilor de V cholerae 0:1 Testul3 Biovarul Clasic El Tor Hemaolizab - dc Hemaglutinaread - + Sensibilitatea la: Polimixină В (50 UI) s R Fagul classic IV s R Fagul El Tor - + “ Simboluri: + = > 90% din tulpini pozitive; d = 11-89% din tulpini pozitive; - = > 90% din tulpini negative b Hematii de berbec ‘Proporția tulpinilor hemolitice tinde să scadă în prezent comparativ cu primele tulpini izolate din actuala pandemie dHematii de pui de găină Vibrio cholerae 0:139 este o mutantă O a biovarului El Tor Serotipia Vibrio cholerae 0:1 are, indiferent de biovar, trei serovaruri definite prin factorii antigenici a, b și c: Ogawa (a, b), Inaba (a, c) și Hikojima (a, b, c), primele două curent izolate și cu răspândire epidemică, al 3-lea foarte rar și nerecunoscut de către unii specialiști Identificarea combinată biovar-serovar oferă un marker epidemiologie orientativ Lizotipia Sistemul de lizotipare a biovarului El Tor a fost mult ameliorat prin completarea setului Basu-Mukerjee de 5 fagi litici (I-V) cu alți 5 noi fagi și redefînirea diluțieie test de la liza confluentă la liza aproape confluentă In acest mod au fost definite 146 lizovaruri care acopăr tiparea a cca 99% din tulpini Capacitatea discriminatorie a acestor lizovaruri este excelentă, mai puțin lizovarului 115 cu o prevalență de 12% Metode ale biologiei moleculare, în prezent mai greu accesibile, oferă fideli markeri epidemiologici pentru biovarul El Tor 31 2B IDENTIFICAREA GENULUI AEROMONAS 31,2B 1 Minidefiniție Aeromonadele sunt bacili gram-negativi, mobili printr-un unic flagel polar (excepție A salmonicida, imobilă) Nepretențioși nutritiv sunt catalazo- și oxidazo-pozitivi Facultativ anaerobi, atacă zaharurile fermentativ, cu sau fără producere de gaz Reduc nitrații în nitriți Sunt rezistenți la agentul vibriostatic 0/129 Cresc independent de suplimentarea salină a mediului și sunt inhibați la concentrații de 6% NaCl 760 31 2B 2 Considerații taxonomice Taxonomia aeromonadelor este în curs de remaniere Clasicele specii ale grupului psichrofil (A salmonicida cu subspeciile sale) și ale grupului mezofil (A hydrophila, A caviae și A sobria) sunt de fapt fenospecii în care analizele prin hibridare ADN-ADN au delimitat 12 grupe de hibridare (HG), care, dată fiind homologia de 70-100% în cadrul unui HG, au căpătat rang de genomospecii Unele HG se calchează pe speciile clasice: A hydrophila (HG1), A salmonicida (HG3), A caviae (HG4), A sobria (HG7) în afară de două Hg, care au rămas nenumite (HG2 și HG 11), restul au căpătat următoarele nume: A media (HG5), A eucrenuphila (HG6), A veronii biovar sobria (HG8) și biovar veronii (HG10), A jandaei (HG9) și A schubertii (HG12) La aceasta se adaugă noi specii, care au fost însă definite pe criteriul secvențierii ARNr 16S: A allosaccharophila și A trota Analiza secvențială a ARN-ului subunității ribosomale mici justifică pentru aeromonade rangul de familie 31 2B 3 Habitat și implicații în patologie Aeromonadele sunt curent izolate din apele dulci (râuri, lacuri, fântâni, rezervoare de apă), unde în sezonul cald se înmulțesc, din conținutul gastriintestinal al peștilor, batracienilor, reptilelor și unor vertebrate superioare Din acest larg rezervor contaminează ușor solul și produsele agricole Prezența lor în biotopurile marine este ocazională Dintre cele 14 specii de Aeromonas, cel puțin 9, toate mezofile, au fost implicate în infecții umane Gastroenterite sunt determinate de aeromonade prin două enterotoxine: una citolizină b-hemolitică (aerolizina), alta citotoxică Există mai multe aerolizine distincte imunologic și genetic, dar cu mecanism de acțiune unic Aerolizinele produse de A hydrophila și A veronii sunt cele mai înrudite imunologic Infecțiile extradigestive Specii de Aeromonas sunt implicate în infecții ale plăgilor, bacteriurii, iar la gazda imunocompromisă în infecții sistemice (pacienți cu anemie aplastică, leucemii, sarcoame și, mai ales, cu ciroză hepatică) Experimental, pe șoareci, A hydrophila și A sobria apar mai virulente decât A caviae 31 2B 4 Obținerea culturii pure Nepretențioase nutritiv, tolerante la concentrații până la 4% NaCL și pH 5-9 ori la sărurile biliare, aeromonadele pot fi îmbogățite în apă peptonată alcalină și cresc pe mediile selective uzuale pentru izolarea enterobacteriaceelor ori a vibrionilor Cum speciile de Aeromonas fermentează lactoza sau zaharoza, dar mai frecvent ambele zaharuri, pot fi confundate ușor cu bacilii coliformi nepatogeni (ca atare omise din investigație) sau cu vibrionii Cel mai indicat mediu selectiv pentru aeromonadele de interes medical este agarul-sânge cu cefsulodin-irgasan-novobiocină (CIN) Acest supliment selectiv este comercializat de către diverse firme gata pentru utilizare Ampicilina (5 țig/ml) este alt agent selectiv 761 31 2В 5 Caractere de cultivare Speciile de Aeromonas de interes medical sunt mezofile și cultivă optim la 35°-37°C și formează peste noapte colonii cu diametrul de 3-5 mm, cenușii, ușor rugoase Coloniile de A caviae sunt nehemolitice Multe tulpini ale altor specii sunt b-hemolitice pe agarul cu sânge de berbec și, la o examinare superficială, ar putea fi confundate cu Pseudomonas aeruginoasa, dar nu au nici luciu metalic, nici arome caracteristice bacilului piocianic Există tulpini care produc dublă hemoliză: o zonă externă de hemoliză incompletă și una internă, completă, de Ș-hemoliză Aeromonas salmonicida, specie psichrofilă, patogenă a peștilor, cultivă optim la 22°-25°C și formează pe medii cu 1% tirozină un pigment brun hidrosolubil Dintre aeromonadele mezofile asemenea pigment produc, pe agar cu infuzie de cord, numai unele tulpini de A media și HG2 31 2B 6 Caractere microscopice Aeromonadele sunt bacili gram-negativi, uneori cu aspect cocoid, de 0,3-1 mm grosime/1-3,5 mm lungime, drepți, indistincți de bacilii coliformi Monotrichi, cu flagel polar, în mediile lichide, pot deveni peritrichi în culturi tinere pe medii agarizate Toate subspeciile de A salmonicida sunt atriche, imobile 31 2B 7 Teste preliminare La triajul biochimic pentru identificarea preliminară a bacililor gram-negativi facultativ anaerobi intestinali, tulpinile de Aeromonas pot fi confundate cu Escherichia, Enterobacter, Providencia, dar spre deosebire de Enterobacteriaceae, sunt oxidazo-pozitive Diferențierea de genurile Vibrio și Plesiomonas a fost prezentată în tabelul 31-30) 31 2B 8 Teste definitive Identificarea speciilor de Aeromonas poate fi făcută prin bateria de teste recomandată în tabelul 31-33 Teste adiționale sunt necesare pentru diferențieri corecte între grupele A hydrophila, HG2 - A salmonicidă (utilizarea DL-lactatului și acidului urocanic, fermentarea D-rhamnozei) A caviae - A media (utilizarea DL-lactatului, fermentarea manozei, producerea de pirazinamidază și b-hemoliză), dar rămân de competența laboratoarelor de referință De altfel erorile pentru izolatele cu semnificație clinică sunt nesemnificative dată fiind diferența de patogenitate între A hydrophila și A caviae, pe de parte, și speciile cu care pot fi confundate, pe de altă parte (vezi tabelul 31-33) 762 Tabelul 31-33 Caracterele fenotipice utile pentru identificarea speciilor de Aeromonas cu importantă medicală" (adaptat după Janda, 1998; Janda et al,, 1995) Caractereb A hydrphila ș A veronii biovar sobria A veronii biovar veronii ’T ■ Patogenitatea pentru omc 1 1 1 3 2 2 3 îndoi 4- 4- 4- 4- 4- - 4- - Decarboxilaze Moeller Arginină 4- 4- 4- - 4- 4- 4- Lizină 4- - 4- 4- 4- d 4- ; Omitină - - 4- - - - ; Glucoză (gaz) 4- - 4- d 4- - d : Voges-Proskauer 4- - 4- 4- 4- d - Acid din: L-Arabinoză + + d Lactoză d + d + d d Zah aroză + + + + - d m-Inozitol D-Manitol + + + + + - d Salicină + + - + Esculină, hidroliza 4- 4- - + - - - B-hemoliza pe agar cu sânge de berbec 4- - + 4- + d d Ampicilina (10 pg), rezistența 4- 4- 4- 4- 4- 4- - "Nu au fost incluse A salmonicida, A media, A allosaccharophila, specii rar izolate din fecale și tară semnificație clinică demonstrată b Simboluri: + = > 90% din tulpini pozitive; d = 11-89% din tulpini pozitive; - = > 90% din tulpini negative " Scorul de patogenitate apreciat în raport cu frecvența izolării din fecale, hemoculturi sau alte prelevate patologice și cu argumentarea semnificației clinice: 1= specie patogenă majoră pentru om: 2= izolări mai puțin frecvente și implicări etiologice rar demonstrate; 3 = izolări rare cu semnificație clinică necunoscută Aeromonas allosaccharophila nu poate fi identificată corect în laboratorul clinic date fiind multiplele asemănări fenotipice cu alte specii Ca markeri epidemiologici, accesibili numai laboratoarelor de referință, sunt de reținut grupele serologice O și ribotiparea 31 2C IDENTIFICAREA GENULUI PLESIOMONAS Unica specie a genului, Plesiomonas shighelloides, este un bacii gram-negativ, mobil printr-un singur flagel polar Nepretențioasă nutritiv, este facultativ anaerobă, cataiazo- și oxidazo-pozitivă Fermentează numai un număr redus de carbohidrați, fără producere de gaz Reduce nitrații 763 Plesiomonas shighelloides este frecvent izolată din apele dulci și estuariene cu poluare fecală Concentrațiile realizate sunt dependente de temperatura ambiantă, mari vara și mici iama A fost izolată din sendimente estuarine, de la tipări, pești, batracieni, crabi, scoici Deși este găzduită și în intestinul multor animale cu sânge cald (porci, pisici, câini, păsări de curte), numai în condiții de promiscuitate poate coloniza tranzitoriu intestinul copiilor Ocazional determină diaree acută Rar a fost izolată în hemoculturi sau din lichidul cefalorahidian Cultivă pe toate mediile uzuale, în limite largi de temperatură (8°-45°C) și pH (4,5-8,5), dar la valorile extreme cresc numai unele tulpini Nu necesită suplimentarea mediilor de cultură cu sare; tolerează concentrații de 5% NaCl, dar nu 6% Pe agar-sânge, după 24 ore de incubare la 37°C, P shigelloides formează colonii rotunde, cu diametrul de 1-2 mm, convexe, cenușii, nehemolitice Este inhibată și crește foarte sărac pe mediile cu selectivitate mijlocie pentru vibrioni, dar cultivă bine pe agarul Mac Conkey, formând colonii asemănătoare shigelelor, chiar aglutinează bine cu serul anti-Shigella sonnei de unde posibile confuzii la testarea preliminară Microscopic, P shighelloides apare ca bacili gram-negativi de 0,8-1 mm grosime/ 3,0 mm lungime, indistincți de enterobacteriacee Este mobilă, iar unicul flagel polar îi imprimă, în preparatele umede, mișcări de rostogolire diferite de mobilitatea pe componentă oscilatorie a enterobacteriaceelor peritriche Izolarea și identificarea acestei specii nu ridică probleme Urmărește testele din tabelul 31-30, pentru diferențierea plesiomonadelor de vibrioni și aeromonade, și testele din tabelul 31-33, pentru confirmarea P shighelloides BIBLIOGRAFIE CHATTOPADHYAY, D J , Sarkar, B L et al : New phage typing scheme for Vibrio cholerae 01 biotype El Tor strains (1993) J Clin, Microbiol 31:1579 CIUFECU, C , PRISACARI, V : Vibrionul holeric Holera, Chișinău (1995) JANDA, J M : Vibrio, Aeromonas and Plesiomonas In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson's Microbilogy and Microbial Intections, 9-th edn, Amold, London, voi 2 pp 1065-1089 (1998) JANDA, J M , ABBOT, S L , CARNAHAN, A M : Aeromonas and Plesiomonas In P R Murey, E J Baron, M A Pfaller et al (eds) Manual of Clinical Microbiology, 6-th edn, A S M Press, Washington D C , pp 477-482 (1995) MC LAUGHL1N, J C : VIBRIO In P R Murey, E J Baron, M A Pfaller et al (eds) Op citată pp 465-475 (1995) RUIMY, R , BREITTMAYER, V et al : Phylogenetic analysys and assessment of the genera Vibrio Photobacteria, Aeromonas, and Plesiomonas deduced from small-subunit rRNA sequences (1994) Int J Syst Bacteriol 44:416 764 32 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM-NEGATIVI AEROBI GLUCOZONEFERMENTATIVI 32 1 BACILII GRAM-NEGATIVI NEFER-MENTATIV1 32 1 1 Minidefmiții 32 1 2 Considerații taxonomice 32 1 3 Habitat și implicații în patologie 32 1 4 Obținerea culturii pure 32 1 5 Caractere de cultivare 32 1 6 Caractere microscopice 32 1 7 Teste preliminare 32 1 8 Teste definitive 32 2 COCOBACILI GRAM-NEGATIVI 32 2 1 Minidefmiții 32 2 2 Considerații taxonomice 32 2 3 Habitat și implicații în patologie 32 2 4 Caractere de cultivare 32 2 5 Caractere microscopice 32 2 6 Teste preliminare 32 2 7 Teste definitive Bacteriile gram-negative nefermentative sunt o vastă grupare artificial constituită pentru necesitățile practice ale identificării preliminare în microbiologia clinică în acest capitol prezentăm numai taxonii și grupele în curs de clasificare nepretențioase nutritiv Genurile și speciile pretențioase nutritiv fac obiectul altor capitole: Neisseria (Capitolul 29), Brucella, Bordetella, Kingella (Capitolul 33) De la ediția precedentă au survenit numeroase reîncadrări taxonomice de care s-a ținut cont în redactare, adăugându-se taxoni noi și redenumindu-se alții Pentru că unele grupe nu au încă o încadrare clară s-a menținut pentru acestea clasificarea CDC, care a fost precizată și la taxonii care au fost inițial astfel clasificați 32 1 BACILII GRAM-NEGATIVI NEFERMENTATIVI (DUMITRU BUIUC, GABRIELIONESCU) Pseudomonade: Altele: • Pseudomonas • Acidovorax • Brevundimonas • Burkholderia • Comamonas • Chryseomonas • Delftia • Flavimonas • Pseudomonas-similaie grup 2 • Ralstonia • Shewanella • Sphingomonas • Stenotrophomonas • Rhizobium • Alcaligenes • Achromobacter • Myroides • Chryseobacterium • Empedobacter • Weeksella • Bergeyella • Flavobacterium - similare grupele Ile, Ilh, Iii • Sphingobacterium • Ochrobactrum • Balneatrix • Achromobacter grup В 32 1 1 Minidefiniții • Pseudomonadele sunt bacili gram-negativi, nesporulați, drepți sau ușorîncurbați Cu excepția unei singure specii, Burkholderia mallei, sunt mobili prin unul sau mai mulți flageli polari Unele specii dezvoltă flageli laterali Nepretențioase nutritiv și strict 765 aerobe, au metabolism oxidativ, niciodată fermentativ Numai respirația nitriților le permite creștere anaerobă Zaharolitici, sunt catalazo-pozitivi și, cel mai frecvent, oxidazo-pozitivi Cele mai multe specii reduc nitrații fie la nitriți, fie la azot gazos Conținutul ADN în G+C variază între 57 și 70 mol % • Genul Rhizobium reunește bacili gram-negativi dispuși izolat sau în perechi, mobili prin flageli peritrichi Nepretențioși nutritiv, cresc aerob, au metabolism respirator și oxidează un larg spectru de carbohidrați Catalazo și, uzual, oxidazo-pozitivi Cultivați în medii cu carbohidrați, produc mari cantități de glicocalix Au un conținut în ADN de 57-63 mol% G + C • Genul Alcaligenes este format din bacili gram-negativi, scurți până la cocoizi, dispuși izolați Mobili prin flageli peritrichi, nepretențioși nutritiv, sunt obligat aerobi cu metabolism strict oxidativ Catalazo- și oxidazo-pozitivi, azaharolitici Produc alcali dintr-o serie de săruri organice și amide Au conținutul G+C din ADN de 56-70 mol% Asemănări fenotipice cu acest gen are Wautersia paucula, care însă este ureazo-pozitivă, ceea ce o apropie și de Bordetella bronchiseptica • Genul Achromobacter este strâns înrudit filogenetic și biochimic cu genul Alcaligenes și Bordetella Sunt catalază pozitivi, oxidază pozitivi Speciile cu semnificație medicală sunt urează negative, zaharolitice (A xylosoxidans subsp xylosoxidans) sau azaharolitice (A piechaudii și A xylosoxidans subsp denitrificans) • Flavobacteriile includ în prezent mai multe genuri (24) încadrate în familia Flavobacteriaceae și specii încă neclasificate Sunt bacili gram-negativi, nesporulați, imobili Nepretențioși nutritiv, aerobi, au metabolism strict respirator, sunt catalazo- , oxidazo- și indol pozitivi Atacă zaharurile oxidativ, lent sau deloc Cultivați pe medii solide produc pigmenți galbeni până la portocalii Conținutul ADN în G + C este de 31 -42 mol % De interes medical menționăm : - Genul Chryseobacterium; - Genul Weeksella care cuprinde o singură specie, VP virosa, formată din bacili azaharolitici, care produc indol și pigment galben; - Genul Bergeyella cu specia Bergeyella zoohelcum care se deosebește de W virosa prin producerea intensă de urează și prin faptul că nu produce nici un pigment; - Genul Myroides cu speciile Myroides odoratus/M odoratimimus care sunt azaharolitice, produc urează și hidrolizeazâ gelatina; - Genul Empedobacter cu specia Empedobacter brevis; - Bacteriile similare fenotipic, încă neclasificate, reunite de către CDC în Grupele Ile, Ilh și Iii • Genul Sphingobacterium cuprinde bacili gram negativi imobili, care produc pigment galben, oxidază pozitivi, indol negativi • Genul Ochrobactrum cu specia O anthropi, formată din bacili gram-negativi, nesporulați, mobili prin flageli peritrichi Degradează zaharurile oxidativ, fără a produce 3-ketolactoză Sunt oxidază și urează pozitivi, indol negativi Specia provine din grupele CDC Vd și „Achromobacter“ A, C și D • Genul Balneatrix, descris mai recent (1987), cuprinde o singură specie, Balneatrix alpica Sunt bacili gram negativi mobili printr-un flagel polar, strict aerobi, oxidază pozitivi, indol pozitivi 766 32 1 2 Considerații taxonomice Pseudomonadele au fost profund remaniate taxonomic Numeroasele specii ale genului Pseudomonas au fost reclasificate în alte genuri, cele mai multe repartizate în 5 grupuri de homologie ARNr, în genul Pseudomonas rămânând numai speciile din grupul I în tabelul 32-1 este prezentată clasificarea psendomonadelor (genurile și speciile de interes medical) în grupuri de homologie ARNr, cu precizarea familiilor de care aparțin Se constată astfel că unele specii sunt destul de îndepărtate filogenetic Tabelul 32-1 Clasificarea actualizată a psendomonadelor de interes medical în grupele de omologie ale ARN ribozomal (adaptare după PALLERONI, 1998, GILLIGAN et al, 2003 ) Grupul de omologie ARNr Familii, genuri și specii : Grupul I Familia Pseudomonadaceae Genul Pseudomonas Specii fluorescente: P aeruginosa, P putida, P fluorescens Specii non-fluorescente: P alcaligenes, P pseudoalcaligenes P mendocina (CDC Vb-2), P stutzeri (CDC Vb-1) ! Grupul II Familia Burkholderiaceae Genul Burkholderia B mallei B pseudomallei B cepacia (CDC EO-1) B gladioli Genul Ralstonia R pickettii (CDC Val-3) Grupul III Familia Comamonadaceae Genul Comamonas C testosteroni, C terrigena (CDC EF-19) Genul Acidovorax Genul Delftia D acidovorans Grupul IV Familia Caulobacteraceae Genul Brevundimonas B diminuta (CDC Ia), B vesicularis Grupul V Familia Xanthomonadaceae Genul Stenotrophomonas S maltophilia (CDC I) Nerepărtizate nici unui grup de omologie ARNr Familia Pseudomonadaceae Genul Chryseomonas C luteola (CDCNe-1) Genul Flavimonas F oryzihabitans (CDC Ve-2) Familia Sphingomonadaceae Genul Sphingonumas S paucimobilis (CDC IIk-1) Familia Alteromonadaceae Genul Shewanella S putrefaciens (CDC Ib-1), 5 algae (CDC Ib-2) Pseudomonas-svatAaie grup 2 (CDCTVd și EF-1) 767 Ralstonia picketii este noua denumire pentru Burkholderia picketii, Delftia acidovorans a fost anterior denumită Comamonas acidovorans iar Ralstonia paucula (fostul grup CDC IV-c2) a devenit Wautersia paucula Shewanella putrefaciens a fost descrisă succesiv ca Pseudomonas putrefaciens, Alteromonasputrefaciens, Achromobacterputrefaciens CDC recunoaște două biotipuri Pentru biotipul 2, halofil, Nozue et al (1992) a propus denumirea de S algae Heterogenitatea tulpinilor încadrate în 22 specii ridică problema unității acestui gen ' Și ceilalți bacili gram negativi nefermentativi au suferit numeroase remanieri tăxonomice Dintre speciile genului Rhizpbium, una singură, R radiobacter, prezintă interes medical Aceasta a fost inițial încadrată în clasificarea CDC ca grup Vd-3 apoi în genul Agrobacterium și ulterior în genul Rhizobium Genul Alcaligenes este strâns înrudit filogenetic cu Bordetella încât au fost încadrate în aceeași familie, Alcaligenaceae Există însă dificultăți în diferențierea corectă a celor două genuri exclusiv prin caractere fenotipice Fac parte din acest gen A faecalis cu subsp faecalis și subsp parafaecalis și A latus Alte specii au fost redenumite și încadrate în genuri precum Achromobacter și Deleya Genul Achromobacter a fost lărgit prin transferul unor specii din genul Alcaligenes Alcaligenes xylosoxidans (CDC lila și Illb) și Alcaligenes denitrificans (CDC Vc), au denumierea actualizată de Achromobacter xylosoxidans cu subsp denitrificans și subsp xylosoxidans A piechaudii și A ruhlandii provin de asemenea din genul Alcaligenes Grupurile „Achromobacter" В și E sunt considerate biovaruri ale unei specii în curs de investigare Singur grupul F, asemănător fenotipic cu O anthropi și cu grupurile В și E, dar diferit genotipic, rămâne încă fără rang de taxon Flavobacteriile sunt printre bacteriile care au fost cel mai profund remaniate taxonomic: - genul Flavobacterium a „pierdut” aproximativ 40% din specii (21) dar a și „câștigat” 7 specii prin reîncadrare taxonomică (vezi mai jos); speciile rămase nu au fost izolate până în prezent de la om - genul Chryseobacterium a luat naștere prin transferul unor specii de la genul Flavobacterium- C gleum (specia tip), C meningosepticum (CDC Па), C indologenes (CDC Ilb), C scophthalmum, C balustinum, C indoltheticum; - genul Empedobacter cu specia Empedobacter brevis provine din redenumirea speciei Flavobacterium breve-, - pentru Flavobacterium odoratum (CDC M-4f) a fost adoptată denumirea de Myroides cu două specii: M odoratum și M odoratimimus, greu de diferențiat fenotipic, prin teste de asimilare; - genul Weeksella cuprindea inițial două specii ce reprezintau fostele grupe CDC Uf ( W virosa) și Ilj (W zoohelcum) Aceasta din urmă a fost însă reclasificată ca Bergeyella zoohelcunv, - grupele CDC Ile, Ilh și Iii rămân încă fără rang de taxoni definiți Genul Sphingobacterium din Familia Sphingobacteriaceae cuprinde în prezent și specii încadrate anterior în genul Flavobacterium: S multivorum (CDC IIk-2), S spiritivorum (CDC IIk-3) în care a fost inclus și F yabuuchiae, S thalpophilum 768 Ochrobactrum anthropi reprezintă fostul grup CDC Vd, identic cu grupele „Achromobacter“ A, C și D Face parte din genul Ochrobactrum încadrat în familia Brucellaceae Genul Balneatrix, cu specia Balneatrix alpica, face parte în prezent din familia Oceanospirillaceae 32 1 3 Habitat și implicații în patologie Pseudomonadele sunt adaptate la o mare varietate de compuși organici ca unică sursă de carbon și energie, care, chiar în concentrații minime, le permit creșterea în medii cu pH neutru la temperaturi de la câteva grade peste limita de îngheț până la 42°C Astfel este explicată răspândirea lor largă în natură Le găsim în apele de suprafață, în subsolul umed, pe vegetale (în calitate de contaminanți ori patogeni), în alimente Apar frecvent în microbiota indigenă a omului Sunt bine reprezentate în fondul microbian de spital unde au fost izolate din cele mai variate condiții cu interes epidemiologie particular: apă distilată, soluții saline, soluții de coloranți, soluții antiseptice și dezinfectante, soluții pentru irigații, medicamente (inclusiv soluții de antibiotice cu administrare repetată), soluții perfuzabile, sânge pentru transfuzii, coliruri; instrumentar; instalații tehnico-sanitare, plante ornamentale, vaze cu flori etc Pseudomonas aeruginosa ocupă primul loc între pseudomonade sub raportul frecvenței izolărilor în laboratorul clinic, al varietății, morbidității și mortalității infecțiilor determinate Există și câteva excepții: Burkholderia mallei, un patogen al equideelor la care determină morva, boală care poate afecta accidental și omul, este în prezent restrânsă la câteva focare enzootice din Asia, Orientul Mijlociu și Africa Burkholderia pseudomallei, agentul etiologic al melioidozei, are o răspândire limitată mai ales în zonele tropicale umede din Asia de Sud-Est, Filipine, Australia de Nord, America Centrală și de Sud Africa unde poate fi izolată din solurile terenurilor inundate Shewanella putrefaciens este mai frecvent găsită în alimente; din prelevate patologice umane este izolată mai ales Shewanella algae Rhizobium radiobacter trăiește în sol și în rizosfera vegetală Tulpinile izolate de la om aparțin biovarului I și, spre deosebire de cele ale speciilor care infectează plantele, nu poartă plasmide inductoare de tumori Speciile de Alcaligenes sunt găzduite în intestinul omului și animalelor, dar sunt izolate și din sol, apă precum și din mediul de spital (suprafețe, soluții, aparatura medicală etc ) Specia mai frecvent izolată în laboratoarele clinice este A faecalis Flavobacteriile sunt curent prezente în apele dulci sau marine, în sol, în alimente sau fondul microbian din spital Weeksella virosa este izolată din prelevate vaginale și urină, iar Bergeyella zoohelcum este găzduită de animale (câini, pisici etc ) și infectează plăgile mușcate sau zgâriate Balneatrix alpica, singura specie a genului, a fost izolată prima dată în 1987, într-o stațiune balneară din sudul Franței, din sânge, Ier și spută de la 8 pacienți cu pneumonie și meningită 769 ШіШ Implicațiile bacililor gram-negativi nefementativi în patologia infecțioasă Genuri și specii Infecții de cateter ale plăgilor și arsurilor Bacterie mii/sep-ticemii Endocardite Intra- venoase Peritoneale Infecții bronho-pulmo-nare Infecții otice Meningite oculare Osteomielite Infecții urinare Morva Melioi-doza Altele Pseudomonas aeruginosa ++++ ++++ +++b ++++c +++ +H+C ++++ ++++ +++ P fluomiis/P pudda1 ++ +e P stufzeri' ? ++ ++ ++ ? P mendocina1 ? PMigenes/ P pseudoalcaligenes ++ ++ + ? + + Burkholderia maltei ++ B pseudomallei +++ ++ +++ P cepacia +++ ++ +++c +++ ++ R picketii ++ Brevundimonas spp Delftia acidovorans + Ciinseoinomis iuieoiafiisF Fiavimonas oivjhabifans ++ ++ ++ ++ Shewanella putrefaciens/ S aigae ++ ++ 9 ++ + Spiiingomonos pmicimobiiis +/? ? Stenotropiioinomis niailo рШ +++ ++ ++ ++CJ ++ Pseudomonas ■ similare Grup 2 н ++ ++ ++ Rhi;obimn radiobamer ++ ++ Tabelul 32-2 (continuare) Genuri și specii Infecții de cateter Infecții ale plăgilor și arsurilor Bacterie ticemii Endocardite Intra- venoase Peritoneale Infecții bronho-pulmonare Infecții otice Meningite oculare Osteo-mielite Infecții urinare Morva Melioi-doza Altele Aicaiigenes spp J +++ +++/? +++/? Chryseobacteriiun meningo-septicum ++ +++k Alte flavobacterii ++ + + + ++ Weeksella virosal Bergeyella zoohelcum ++' +/? Balneatrix alpica + I Ochrobactrum antropi ++ ’ Indici de frecvenfl:+= I -2 cazuri comunicate; ++=> 2 cazuri comunicate; +++=mai multe comunicări; ++++=numeroase comunicări sau incidență curentă; ?=semnificație clinică insuficient argumentată b Semnalate în special la pacienți care se droghează pe cale intravenoasă c Condiții de risc: fibroza chistică, intubații traheale, Fenotipul mucoid de P, aeruginosa colonizează cel mai frecvent căile respiratorii ale pacienților cu fibroză chistica ll „Otita înotătorilor’’ cu prognostic favorabil, Otita externă malignă a diabeticilor și vârstnicilor, care fără exereză chirurgicală și antibioticoterapie determină complicații mortale (osteomielită bazei craniului, meningită) c Keratite și ulcere corneene care evoluează rapid spre perforare și endoftalmită f Aceste specii de Pseudomonas sau Burkholderia au virulență redusă Sunt implicate uzual în infecții de spital (doză infectantă mare, gazde compromise etc ) s Doua condiții implică P fliiorescens în bacteriemii și șoc septic posttransfuzional: colonizează plică cotului la cca 0,3% din donatorii de sânge și crește bine în sângele conservat la4"C b Semnalate pneumonii de sensibilizare după inhalări repetate de aerosoli contaminați cu P fluorescens 1 Ocazional S: mahophiiia izolata de la pacienți cu fibroză chistică a fost confundată cu 8 cepacia ' Mai frecent patogenă este A Aviosaxitiaiis subsp AyiosoAidaus; speciile azaharolitice sunt rar izolate cu semnificație clinică k Meningite infantile 'Plăgi mușcate sa zgâriate dc animale Ochrobactrum anthropi a fost semnalată în multe elemente de mediu, dar a fost izolată și de la pacienți cu bacteriemii de cateter Exceptând B maltei și B pseudomallei, pseudomonadele și restul bacililor gram-negativi nefermentativi sunt condiționat sau accidental patogeni Unele specii, deși au fost ocazional izolate din prelevate patologice, nu au o semnificație clinică argumentată (Tabele 32-1, 32-2) Condițiile de risc pentru infecțiile cu bacili gram-negativi nefermentativi sunt: plăgile și arsurile^ hemopatii maligne și alte cauze de imunodepresie, terapia intensivă (cateterizări prelungite și repetate, respirație asistată) mai ales când este asociată sau precedată de antibiotico-terapie Fibroza chistică este o condiție majoră de risc pentru colonizarea și/sau infecția căilor respiratorii cu Pseudomonas spp și B cepacia Dată fiind virulența redusă a bacililor gram-negativi nefermentativi, alții decât P aeruginosa, B maltei și B pseudomallei, pe de o parte, și capacitățile lor de colonizare nosocomiale, pe de altă parte, necesitatea identificării definitive a acestor bacterii trebuie bine argumentată prin semnificația lor clinică: e g , diferențierea colonizării de infecție, a pseudobacteriemiei de bacteriemie (revezi Capitolele 9-19) 32 1 4 Obținerea culturii pure Toți bacilii gram-negativi nefermentativi nepretențioși cultivă bine pe mediile uzuale, agar-sânge sau agar-șocolat, care pot fi folosite pentru izolarea din prelevate necontaminate (puroi din colecții închise, lichid cefalorahidian, exsudate articulare, fluid de dializă peritoneală), din prelevate cu contaminare posibil de controlat (urină) sau când sunt posibile infecții mixte și urmărim o evaluare cantitativă globală a izolatelor (plăgi, arsuri) Mediile selective sunt indicate pentru izolări din prelevate contaminate în condiții clinice particulare: • spută, tampon faringian, tampon rectal etc în suspiciunea de melioidoză pentru izolarea B pseudomallev, • sputa pacienților cu fibroză chistică pentru diferențieri în primocultură între P aeruginosa, B cepacia sau Stenotrophomonas maltophilia Agarul Mac Conkey, mediul Istrati-Meitert sau agarul cu eozină și albastru de metilen au selectivitate joasă Există și medii mai selective cu randament de izolare mult ameliorat pentru anumiți bacili gram-negativi: - pentru P aeruginosa este comercializat agar bază Pseudomonas cu variate suplimente selective: Cetrimid (Merk), Irgasan (Difco), Cetrimid + Nalidixat de sodiu ori Cetrimid + Fucidină + Cefaloridină (mediile Oxoid C-N respectiv C-F-C) Agarul bază folosit stimulează sinteza piocianinei și pioverdinei ceea ce favorizează observarea speciilor fluorescente de Pseudomonas După scopul urmărit poate fi ales unul sau altul dintre medii: e g , pe agarul Pseudomonas C-N este inhibată B cepacia, parțial P putida și cresc foarte bine P aeruginosa și P fluorescens; pe agarul Pseudomonas C-F-C cresc bine atât specii de Pseudomonas, cât și de Burkholderia Tulpinile din 772 e?;sudatele respiratorii de la pacienți cu fibroză chistică sunt mai sensibile la acești agenți selectivi, de unde posibilitatea unor rezultate fals negative - pentru izolarea B cepacia din prelevate în care pot coexista și specii de Pseudomo-ras, în speță secrețiile respiratorii ale pacienților cu fibroză chistică, un mediu înalt selectiv, PC (P cepacia), prin polimixină В, a fost propus de GILLIGAN et al (1985) Dar mediul PC poate inhiba și unele tulpini de B cepacia Inconvenientul este evitat printr-un mediu moderat selectiv și diferențial, OFPBL (Oxidative-Fermentative-Base, Polimixin B, Bacitracin, Lactose), conceput de WELCH et al (1987) Mediul OFPBL nu diferențiază în primocultură B cepacia (cu cea mai probabilă semnificație clinică) de B gladioli (fără semnificație clinică), pentru că ambele specii oxidând lactoza produc colonii galbene într-un studiu multicentric comparativ, efectuat de HENRY et al 1999), un alt treilea mediu selectiv, BCSA (B cepacia selective agar), s-a dovedit superior celor două, fiind mai sensibil și mai specific - pentru izolări de B pseudomallei, mediul Ashdown selectiv prin cristal violet și gentamicină este superior agarului Mac Conkey, chiar suplimentat cu colistin 32 1 5 Caractere de cultivare Grupul vast al bacililor gram-negativi nefermentativi are o mare diversitate a caracterelor de cultivare care poate fi urmărită în tabelul 32-3 Tabelul 32-3 Caracterele de cultivare ale principalelor specii de bacili gram-negativi nefermentativi pe mediile de izolare Aspectul culturii Observații Pseudomonas aeruginosa Crește între 5-42°C, optim la 37°C când cultura apare peste Coloniile tip 1 -3 coexistă în aceeași cultură noapte Variația de la tipul 1 la 2,3 este frecventă Pe agar nutritiv: dar excepțională spre tipul 1 Coloniile de tip T Mari, 2-3 mm diametru, rotunde cu centrul bombat, margini neregulate și tendință invazivâ (aspect de ou prăjit); suprafața granulară; consistența untoasă; dau suspensii omogene Coloniile de tip 2: Mai mici, convexe, ca ale coliformilor; dau suspensii omogene Coloniile de tip 3: Convexe, rugoase; dau suspensii granulare Coloniile mucoide: Inițial convexe, cu timpul tind să Izolate de la pacienți cu fibroză chistică conflueze; unele devin apoase, translucide; altele cu Confuzie posibilă cu Klebsiella spp consistență gumoasă Colonii pitice: Cultivă după 48-72 ore de incubare Izolate de la pacienți cu fibroză chistică Cultura are suprafața iridescentă cu luciu metalic și plaje Mai ales când predomină colonii de tip 1 de autoliză Și 3 Cultura degajă amină pătrunzătoare particulară asemănătoare florilor de iasomie 773 Tabelul 32-3 (continuare) Aspectul culturii Observații Pigmentogeneza, pigmenți difuzibili: piocianina (albastru) și pioverdină (galben-verde sau galben-brun) dau culturii și, progresiv, mediului culoare verde strălucitoare Alți pigmenți solubili în apă, mai rar produși: piorubrina (roșu), piomelanina (brun, bnm-negru) Pe agar-sânge: Multe tulpini sunt puternic hemolitice; tardiv colorează mediul în brun Pe agar Mac Conkey/Istrati - Meitert: Colonii mici, lactozo-negative, aderente la mediu în bulion nutritiv: Tulbură uniform mediul cu peliculă și pigmentare verde pe suprafață Frecvent dezvoltă un inel alburiu, gros, din material mucoid aderent la sticlă Unele tulpini produc numai pioverdină Ambii pigmenți sunt fluorescenți Coloniile mucoide sunt nepigmentate, formate din bacili imobili P putida și P fluorescens Cultivă la 4° și 37°C, niciodată la 42°C Colonii fără morfologie particulară Cultura, fără aroma caracteristică bacilului piocianic, formează pioverdină P stutzeri Cultură frecvent formată din colonii rugoase, ocazio-nalnetede sau mixte Coloniile rugoase sunt zbârcite, aderente, eventual încastrate în mediu,impunând decuparea agatului pentru prelevare; dificil de suspensionat Cu timpul dezvoltă pigment brun strălucitor, nedifuzibil Forma rugoasă poate fi confundată cu B pseudomallei P mendocina Colonii netede, turtite, cu pigment galben-brun, nedifuzibil P alcaligenes; P pseudoalcaligenes Colonii necaracteristice, nepigmentate Burkholderia mallei Colonii rotunde, mici, 0,5-1 mm diametru după incubare peste noapte la 37°C, netede, cenușiu-translucide, nepigmentate B pseudomallei Pe agar-nutritiv/Mac Conkey Coloniile, rotunde, au 1-2 rnm după incubare peste noapte la37°C Forma rugoasă: Colonii pieloase, zbârcite sau hiper-zbârcite, opace, care nu pot fi emulsionate Forma netedă: Colonii ușor convexe,strălucitoare, translucide, cenușii-gălbui,ușor de emulsionat Cu timpul devin opace, galben brune Forma mucoidă este rară Cultura degajă aromă pătrunzătoare de pământ Pe agar-sânge: Coloniile inițial a-hemolitice devin cu timpul p-hemolitice Pe mediul Ashdown: coloniile sunt roz închis prin absorbția roșului neutru din mediu Moare repede omorând și pseudomonadele din colonii apropiate sau propria formă R Forma Rpoate fi confundată cu P stutzeri 774 Tabelul 32-3 (continuare) Aspectul culturii Observații 3 cepacia Crește mai lent decât alte pseudomonade, optim la 25-35°C Multe tulpini cresc la 41°C, dar nu și la 42°C Cultura devine vizibilă la 48 ore Pe agar nutritiv: Colonii rotunde, netede, ușor bombate, opace: unele alb-cenușii, altele colorate inițial gălbui apoi în purpuriu Examinate sub radiație ultravioletă apar violete Unele tulpini produc un pigment galben, difuzibil nefluorescent Pe medii selectiv diferențiale: Pe PC, OFPBL și BCSA sunt colonii netede, care se desprind ușor Pe Mac Conkey coloniile sunt aderente Coloniile apar colorate: roz-roșii pe agarul Mac Conkey, galbene pe mediul OFPBL ca urmare a oxidării lactozei Pe agar sânge, coloniile netede, ușor bombate rămân viabile 2-3 zile Suspensiile în apă de robinet sunt viabile perioade mai lungi Culturile degajă o aromă pătrunzătoare de pământ Izolarea de la pacienți cu fibroză chistică cere până la 3 zile de incubare Mediile cu fier, ca TSI, favorizează pigmentogeneza Pe mediul OFPBLpoate fi confundată cu B gladioli Ralstonia pickettii , Coloniile rotunde, netede, nepigmentate apar relativ târziu, : după 72 ore și mor în cca 2-3 zile Brevundimonas spp Colonii galbene Delftia acidovorans Colonii pigmentate galben până la maro, rar ușor fluorescente Crește pe medii selective cu polimixină В/ colistin și gentamicină Chryseomonas luteola Flavimonas orysihabitans Colonii rotunde cu diametrul de 1 mm, convexe, netede, lucioase, gălbui până la galben intens Unele tulpini formează colonii rugoase, zbârcite Tulpinile rugoase pot fi confundate cu P stutzeri Shewanella putrefaciens Pe agar nutritiv: Colonii rotunde, netede, convexe, uneori mucoide Pigment solubil maroniu-brun Pe agar-sânge: a-hemoliză Shewanella algae Necesită NaCl în mediu pentru creștere (halofilă) Sphingomonas paucimobilis Colonii mari, untoase, ocazional mucoide; pigmentate în galben Se dezvoltă lent pe agar sânge, la 37“C, optim la 30°C Nu cresc la 42“C Stenotrophomonas maltophilia Pe agar nutritiv: Colonii mari, netede, strălucitoare, cenușii cu nuanță gălbuie Pe agar-sânge: Colonii cu nuanță purpurie care înverzesc mediul din jur Culturile degajă miros de amoniac 775 Tabelul 32-3 (continuare) Aspectul culturii Observații Pseudomonas-similaie Grup 2 Fără caractere particulare; coloniile tind să fie vâscoase Rhizobium radiobacter Colonii uzual rotunde, convexe, netede, nepigmentate, ating 2 mm diametru după 48 ore de incubare Alea li gen es faecal is Colonii ușor mai mici decât ale enterobacteriaceelor, alb-cenușii Are două tipuri de colonii: (i) Butonate, netede, cu tendință invazivă și aromă de fructe Determină a-hemoliză (ii) Cu sau fără tendință invazivă, lipsite de alte caractere descrise la (i) Corespund tulpinilor anterior numite „Alcaligenes odorans " Corespund tulpinilor de „Alcaligenes faecalis “ tip II Achromobacter xylosoxidans, A piechaudii Colonii de cca 0,5 mm diametru, rotunde, convexe, strălucitoare, nehemolitice Chryseobacterium meningosepticum Sphingobacterium multivorum Sphingobacterium spiritivorum Sphingobacterium thalpophilum Flavobacterium mizutaii Colonii de 1-2 mm diametru după incubare peste noaptela 37°C, rotunde, netede, strălucitoare Nepigmentate Unele tulpini pigmentează în galben iridescent tardiv (4-7 zile) la temperaturi sub 37°C Empedobacter brevis Colonii gălbui morfologic similare celor de C meningosepticum Myroides odoratum/ M odoratimimus Colonii cu tendință invazivă gălbui până la maro și cu aromă de fructe Flavobacterium Grup Ilb Colonii intens galbene Weeksella virosa Colonii rotunde, cu diametrul de 2-3 mm după 48 ore la 37°C, untoase până la mucoase, pigmentate în maro până la brun; nehemolitice Coloniile mucoide pot fi confundate cu Klebsiella Bergeyella zoohelcum Colonii mari, vâscoase, galben-maronii; nehemolitice Crește mai bine pe agar-sânge Balneatrix alpica Colonii rotunde cu diametru de 2-3 mm, convexe, netede, cu centrul gălbui după 2-3 zile și maroniu după 4 zile Crește la 20-46"C pe geloza șocolat Ochrobactrum anthropi Colonii asemănătoare celor de enterobacterii, dar mai mici 776 32 1 6 Caractere microscopice Colorația Gram nu permite diferențieri între bacilii gram-negativi nefermentativi: sunt bacili fini de 0,3-0,5 mm grosime/1,5-3 mm lungime, dispuși izolat, în perechi sau lanțuri scurte Pseudomonadele (Pseudomonas, Burkholderia, Brevundimonas, Acidovorax, Comamonas, Delftia, Chryseomonas, Flavimonas, Shewanella, Stenotrophomonas) sunt mobile prin flageli polari mono- sau lofotrichi Sphingomonaspaucimobilis este imobilă la 37°C și mobilă la 18-22°C Excepție face și Burkholderia maltei, specie imobilă, atrichă Bacilii gram-negativi nefermentativi din alte genuri sunt fie mobili prin flageli peritrichi (Rhizobium, Alcaligenes, Ochrobactrum) sau printr-un singur flagel polar (Balneatrix) fie sunt imobile, atriche (Flavobacterium, Myroides, Weeksella, Bergeyella) 32 1 7 Teste preliminare Pseudomonadele fluorescente Cea mai importantă specie sub raport clinic și epidemiologie, P aeroginosa, este curent identificată chiar în primocultură sau în sub culturi de triaj biochimic prin: - pigmenți difuzibili fluorescenți Tulpinile de P aeruginosa produc în proporție de cca 80% piocianină, 70% pioverdină, ocazional piorubrină și rar (sub 1%) piomelanină Randamentul cu care mediile de izolare stimulează pigmentogeneza este variabil Cele mai bune rezultate le dau mediile cu agar nutriti bază pentru Pseudomonas (Difco, Merck, Oxoid) Folosirea altor medii impune controlul pigmentogenezei prin subcultivare pe mediile King-Ward-Raney A și B, care stimulează sinteza piocianinei și respectiv a pioverdinei (vezi capitolul 40) - aroma particulară și luciul metalic al culturii care prezintă frecvent plaje de autoliză - alcalinizarea coloanei și pantei de agar TSI Izolatele cu colonii mucoide din secrețiile respiratorii ale pacienților cu fibroză chistică, deși nepigmentogene, trebuie suspectate în primul rând a fi P aeruginosa Oricum teste suplimentare sunt necesare pentru diferențierea de Burkholderia cepacia și de Stenotrophomonas maltophilia, care, deși la distanță, ocupă locul al doilea și respectiv al treilea în colonizarea și infecția tractusului respirator la pacienții cu fibroză chistică Pioverdină este produsă de aproximativ 91% din tulpinile deP fluorescens și 82% din cele P putida Dar, spre deosebire de P aeruginosa, aceste specii nu cresc la 42°C, iar cultura lor nu are nici luciu metalic, nici aromă caracteristică Examenul culturilor sub radiație ultravioletă cu lungime de undă scurtă (aproximativ 254 nm) evită confuzia între pioverdină fluorescentă și pigmentul galben, difuzibil, dar nefluorescent produs de Burkholderia cepacia și alte specii ale genului Pseudomonadele non-fluorescente și alți bacili gram-negativi nefermentativi Identificarea acestor bacterii, laborioasă și costisitoare, depășește în general necesitățile deciziei terapeutice și rămâne de competența laboratoarelor de referință Pentru clinician, în toate ariile unde nu circulă Burkholderia mallei și B pseudomallei, sunt suficiente 777 precizările: „Pseudomonadă diferită de P aeruginosa" și sensibilitatea la antibiotice Exigențele epidemiologice pot impune însă identificarea speciei și, eventual, a unor markeri infraspecifici 32 1 8 Teste definitive Marea heterogenitate a bacililor gram-negativi nefermentativi, chiar dacă ne limităm la cei nepretențioși și cu interes medical, a impus stabilirea unor chei fiabile pentru introducerea lor în algoritmul unei identificări fenotipice In acord cu von GRAEVENITZ (1995) propun următoarele caractere cheie: zaharoliza oxidați vă, producerea de oxidază și de indol Pe această bază se conturează patru grupe principale de identificare fenotipică prin teste definitive diferențiate: (1) Bacilii nefermentativi zaharolitici, oxidazo-pozitivi și indol-negativi: Pseudomonas, Burkholderia, Ralstonia, Rhizobium radiobacter, Alcaligenes xylosoxidans subsp xylosoxidans, Ochrobactrum anthropi, Flavobacterium spp , Pseudomonas-simAm Grup 2, Shewanella spp , Sphingomonaspaucimobilis (2) Bacilii nefermentativi azaharolitici, oxidazo-pozitivi și indol-negativi: Pseudomonas alcaligenes și P pseudoalcaligenes, Alcaligenes spp , Alcaligenesfaecalis tip II, Delftia acidovorans, Myroides odoratum/M odoratimimus , Wautersia paucula (3) Bacili nefermentativi zaharolitici sau azaharolitici, oxidazo-pozitivi și indol pozitivi: Chryseobacterium meningosepticum, Flavobacterium grup Ilb, Empedobacter brevis, CDC grupele Ile, Ilh, Iii și Weeksella virosa și Bergeyella zoohelcum, Balneatrix alpica (4) Bacili nefermentativi oxidazo-negativi: Chryseomonas, Flavimonas, Stenotrophomonas (1) Bacilii nefermentativi oxidazo-pozitivi și indol negativi, (tabelul 32-4) Pseudomonas aeruginosa, tulpinile acromogene pot fi identificate pe baza următoarelor caractere cheie: mobilitatea printr-un unic flagel polar, mirosul aromatic caracterisitic degajat de cultură, cultivarea la 42°C, dar nu la 4°C, oxidarea glucozei, dar niciodată a dizaharidelor, reducerea nitraților Cresc pe traiectul de însămânțare în coloană de agar-nitrat, în timp ce P putida și majoritatea tulpinilor de P fluo rescens nu cresc Nu tolerează 6,5% NaCl în timp ce toate tulpinile de P stuzeri și P mendocina cresc la această concentrație de sare Pseudomonas fluorescens se deosebește de P putida prin capacitatea de a cultiva la 4°C și de a hidroliza gelatina Culturile vechi de P putida degajă miros de pește alterat Grupul P stutzeri cuprinde două specii: P stutzeri, un condiționat patogen, și P mendocina, rar izolată din prelevate umane și cu patogenitate incertă Organismele din grupul CDC Vb-3 sunt considerate biovar al P stutzeri Coloniile celor mai multe tulpini de P stutzeri au aspect tipic: rugoase, zbârcite, aderente la mediu (vezi tabelul 32-3), doar un număr redus de tulpini formează colonii indistincte de ale altor pseudomonade Imposibilitatea obținerii unor suspensii omogene din coloniile rugoase de P stutzeri face dificilă utilizarea galeriilor comerciale de identificare pentru această 778 specie Organismele grupului P stutzeri manifestă osmotoleranță fără a fi halofile și sunt diferențiate de Burkholderia pseudomallei prin incapacitatea de a oxida lactoza Caracterele cheie pentru identificare sunt: hidroliza argininei absentă la P stutzeri, prezentă la P mendocina și CDC grup Vb-3; oxidarea maltozei și manitolului realizată de cele mai multe tulpini de P stutzeri și CDC grup Vb-3, dar nu de P mendocina Pseudomonas alcaligenes și P pseudoalcaligenes sunt specii relativ inerte biochimic în testele de identificare a pseudomonadelor: P alcaligenes este nezaharolitică și, cel mai frecvent, nu hidrolizează arginina; P pseudoalcaligenes oxidează slab doar fructoză și, în proporție nesemnificativă de tulpini, glucoza (19%) și maltoza (11%) Burkholderia cepacia este lofotrichă, decarboxilează lizina, produce acid prin oxidarea unei game largi de monozaharide și dizaharide, inclusiv lactoza Ralstonia pickettii are un mic flagel polar, dar biochimic poate fi confundată cu cele cca 8% din tulpinile de B cepacia care nu produc lizindecarboxilază Cele mai semnificative caractere cheie de coroborat pentru diferențiere sunt: • reducerea nitraților (87% și 100% din tulpinile biovarului 1 și respectiv 2 de R pickettii, dar numai 37% și 20% din tulpinile de B cepacia și respectiv biovarului 3 de R pickettii)- • oxidarea zaharozei de către 83% din tulpinile de B cepacia, dar de nici unul din biovarurile de R pickettii Burkholderia mallei este singura pseudomonadă imobilă Caracterele cheie pentru identificare sunt: hidroliza argininei, reducerea nitraților, oxidarea tardivă a glucozei, oxidarea tardivă și variabilă a manitolului Burkholderia pseudomallei este o pseudomonadă lofotrichă care crește la 42°C și oxidează o gamă largă de mono- și dizaharide (caractere cheie pentru diferențierea de B mallei) Hidrolizează arginina spre deosebire de B cepacia, cealaltă specie a genului semnificativ implicată în infecții umane Hidroliza argininei și a gelatinei o diferențiază de P stutzeri cu care se poate confunda prin caracterele de cultivare Pseudomonas - similar grup 2 reunește pseudomonade lofitriche fenilalanindeza-minază pozitive Rhizobium radiobacter este mobilă, peritrichă (rar monotrichă) și oxidează activ un spectru larg de carbohidrați Tulpinile umane aparțin în majoritate biovarului 1, care oxidează lactoza în 3-ketolactoză Achromobacter xylosoxidans subsp xylosoxidans, singura zaharolitică în cadrul genului, oxidează glucoza și xiloza, dar numai la testarea în mediu cu sare de amoniu; testată pe mediul Hugh-Leifson glucozat dă reacție alcalină sau neutră Este peritrichă, crește la 42°C, reduce nitrații, dar nu produce urează și nu hidrolizează esculina Ochrobactrum anthropi se diferențiază de A xylosoxidans subsp xylosoxidans prin producerea de urează și spectrul mai larg al carbohidraților oxidați Flavobacteriile sunt imobile și produc pigment galben nedifuzibil, dar există și tulpini nepigmentogene Speciile zaharolitice indol negative (Sphingobacterium multivorum, S spiritivorum, S thalpophilum, F mizutaii) se diferențiază de cele zaharolitice indol-pozitive (Chryseobacterium meningosepticum, Empedobacter brevis) prin producerea de urează și oxidarea zaharozei Alte caractere biochimice de diferențiere a acestor specii pot fi urmărite în tabelele 32-4 și 32-6 779 780 Tabelul 32-4 Caractere diferențiale ale bacililor gram-negativi nefermentativi zaharolitici, ozidazo-pozitivi și indol negativi Testul3 Pseudomonas aeruginosa P fluorescens P putida s P mendocina P pseudoalcaligenes Burkholderia cepacia R picketii B mallei B pseudomallei Rhizobium radiobacter Achromobacter xylosoxidans subsp xylosoxidans Ochrobactrum antropi Sphingobacterium multivorum 5 spiritivorum S thalpophilum F mizutaii Pseudomonas similar Grup 2 Shewanella putrefaciens Sphinogomonas paucimobilis biovar 1 biovar 2 biovar 3 Creșterea pe agar Mac Conkey + 4- 4- + 4- + 4- d 4- 4- d 4- 4- 4- 4- d 4- + + 4" d MMB b + acetat 4- 4- 4- + 4- + 4- 4- 4- 4- 4- 4- + 4- d - - - - 4- 4- 4- la 4°C - 4- d - - - la 42°C + - - 4- 4- d d d d d - 4- d 4- - - d - în 6,5% NaCI - - d + + - - - d - Pigment Pc+ Pv+ Pv 4- Pv d - - - - - - - - - - g/- g/- g/- g - G NH3 din arginină + 4- + - 4- d - - - - - - - d d - - - - - - - Lizindecarboxilază - - - - - - 4- - - - - - - - - - - - Ornitindecarboxilază - - - - - - d - - - - - - - - - 4- - Fenilalanindezaminază - - - d d d - - d - - - - - 4- - Nitrați, reducerea d d - 4- 4- 4- d d 4- d 4- 4- 4- 4- 4- - - 4- - - d - Gaz din nitrați d - - + + - - d 4- - - 4- - d + - - - d - Urează d d d d d - d 4- 4- 4- d d 4- - 4- 4- + 4- d 4- - - Dezoxiribonuclează - - - - - - - - - d 4- 4- - - 4- - Esculină hidroliza - - - - - d - - - - d 4- - d 4- 4- 4- 4- 4- Ши/ іЛ/кпіііііііііііі' Testul3 0 c й s 1 s «0 s: s 4 "Ki 3 a, ¥ Й 3 ’M Q Й £ § ,bo Q 0 ■2 & и •2 к 5 o ț R picM *N Q oi N 1 3 «i radioba-cter- Й $ 1 * țj o Ochr-obactru/n antr i 2 c 0 s к S к 2 (J '4 к >> Й 1 1 Й S ГІ й O u я e и 2 0 N fc 1 £ и N S •2 и { s £ 2 $ -o Q •2 c 3 Q й У \ 0 N s N s к C ■2 -S M к Q 0 •Q с q •2 Gelatină, hidroliza d + - - - ■ d d d d - + • - - ■ ■ d d - + - ONPG d - - - - + - - + + + + + + Aciddin1’: Glucoză + + + + + d + + + + (+) + + + + + + + + + + + Fructoză d + + + + + + + + + + - I + d + Galactoză d + I I + - + + + + + + Manoză d + d + - + + + + + d - + Xiloză d + I + + - + + + (d) d + + + + + + + Lactoză d d - - - + + - + (d) + + - - + Zaharoză d - - - d • - d + d + + + + d + Manitol d + d d - + ■ - + (d) + + - d - + - - + ■ Mobilitate + + + + + + + + + - + + + + - - - + + I Flageli Ipo >lpo >lpo Ipo Ipo Ipo >lpo Ipo Ipo Ipo 0 >lpo pe pe pe 0 0 0 0 >i 1 1 Polimixină В S S S R R R R S/R S/R 11 Simboluri: + - >90% din tulpini pozitive; d = 11-89% din tulpini pozitive; - = >90% din tulpini negative; Pc = piocianină; Pv = pioverdină; G = galben; g=gălbui; ()=reacții tardive; 0=aflagelat; S=sensibil; R=rezistent b Mediu mineral de bază (vezi Capitolul 39) 'Testare pe mediul Hugh Leifson cu 1% carbohidral(Vezi capitolul 40) Shewanella putrefaciens are un singur flagel polar Caracterele biochimice cheie sunt: producerea de ornitindecarboxilază, dezoxiribonuclează, alcalinizarea coloanei de mediu TSI cu producere de H,S - (singurul bacii gram negativ nefermentativ care produce H,S pe acest mediu), incapacitatea de a hidroliza ureea și esculina Sphingomonas paucimobilis poate fi confundată cu pseudomonadele pigmentate galben: P stutzeri, B cepacia etc Toate tulpinile de P stutzeri reduc nitrații la nitriți, în timp ce toate tulpinile de S paucimobilis și peste 60% din cele de B cepacia dau acest test negativ Manitolul este oxidat de 100% din tulpinile de B cepacia și 70% din cele de P stutz,eri, dar nu de S paucimobilis (2) Bacili nefermentativi azaharolitici, oxidazo-pozitivi și indol negativi (tabelul 32-5) Alcaligenes spp Au flageli peritrichi, sunt acromogene, cresc pe mediul Mac Conkey, majoritatea tulpinilor utilizează acetatul și cresc la 4°C Nu hidrolizează arginina, gelatina sau ureea Diferențierea între speciile azaharolitice de A lcaligenes o face hidroliza acetaminei, utilizarea itaconatului/mezaconatului și reducerea nitraților Delftia acidovorans este o pseudomonadă lofotrichă, acromogenă, care acidifică manitolul, dar nu glucoza sau maltoza în mediile cu sare de amoniu Alte caractere biochimice sunt precizate în tabelul 32-5 Myroides odoratus/M odoratimimus se individualizează între flavobacterii prin aroma de fructe a culturilor, caracterul azaharolitic, testul ONPG negativ Wautersia paucula reunește tulpini asemănătoare cu Bordetella bronchiseptica exceptând faptul ca sunt bacili mai mari și reduc inconstant nitrații (3) Bacilii gram-negativi nefermentativi zaharolitici sau azaharolitici, oxidazo-pozitivi și indol pozitivi (tabel 32-6) Chryseobacterium meningosepticum, Empedobacter brevis, ilavobacteriile grup Ilb, grupele CDC Ile, Ilh, Iii au spectre zaharolitice și sensibilitatea la polimixină В diferite Caractere cum sunt producerea de indol, urează, dezoxiribonuclează, hidroliza amidonului trebuie interpretate prudent fiind dependente de mediul de cultură și reactivii utilizați ca și de timpul de incubare Balneatrix alpica, zaharolitică, este singura specie mobilă datorită unui flagel polar, crește la42°C, producând un pigment galben pal după 2-3 zile de incubare și maroniu după 4 zile, reduce nitrații la nitriți, hidrolizează slab gelatina Weeksella și Bergeyella sunt azaharolitice, produc pigment maroniu-brun și hidrolizează gelatina Weeksella virosa este ureazo-negativă și sensibilă la polimixină B, în timp ce Bergeyella zoohelcum este ureazo-pozitivă și rezistentă la polimixină B (4) Bacilii gram-negativi nefermentativi oxidazo-negativi (tabel 32-7) în acest grup numai tulpinile de Burkholderia mallei sunt imobile și acromogene Restul speciilor sunt lofotriche și produc pigment galben Stenotrophomonas maltophilia se diferențiază de Chryseomonas luteola și Flavimonas oryzihabitans prin oxidarea lactozei, oxidarea mai rapidă a maltozei (24 ore) decât a glucozei (48 ore), producerea de lizindecarboxilază și dezoxiribonuclează Testele cheie pentru diferențierea C luteola de F oryzihabitans sunt ONPG și hidroliza esculinei, ambele pozitive numai la C luteola Câteva particularități de tehnică microbiologică pentru identificarea bacililor gram negativi nefermentativi sunt descrise mai jos Consultă capitolul 40 pentru detalii privind testele precizate și alte teste menționate la cheile de identificare 782 ШіШ Caractere diferențiale ale bacililor gram-negativi nefermentativi zaharolitici, ozidazo-pozitivi și indol negativi Testul’ Pseudomonas alcaligenes Alcaligenes fecdis A piechaudii A jecalis lipii Achromobacter xylosoxidans subsp denitrifi cans Delftia acidovorans Myroides odoratum/ML odoratimimus CDC grup IVc-2 Creșterea peagarMacConkey + + + " + + + MMBb+acetat d d d d d + ■ + la4°C - d d d d - ■ la42°C d - ■ - - - - Pigmenți difuzibili - - - - - - - - Pigment celular galben d - - - + - NH3 din arginină - - - - - - Gelatină hidroliza - - + Acetamidă, hidroliza - + d - d + - Urează d - - - - + Nitraji, reducere la nitriți d - + + + - d Gaz din nitriți ■ + - - + d ■ Itaconatși mezaconat utili- zarea - • « d + Fenilalanindezaminaza d - - d - - d - Mobilitate + + + + - + Flageli Ipo pe pe pe pe >lpo pe “Simboluri: vezi Tabelul 324 b Mediu mineral de baza (vezi Capitolul 39) 00 £ ТМиШ Caractere diferențiale ale bacililor gram-negativi nefermentativi zaharolitici sau azaharolitici, ozidazo-pozitivi și indol pozitivi Testul" Chryseobacterium meningosepticum Flavobacterium grup II Empedobacter brevis CDC grup IIc CDC grupllh CDC grup Iii Weeksella virosa Bergeyella zoohelcum Balneatrix alpica Mobilitate - - - - - ■ • ■ + Ipo Creșterea pe agar Mac Conkey d d d - - - - ■ - la42°C d d - - - d d - + Pigment galbenb d - + - - d - - - Pigment galben-maroniu/brunb d d + d + d + + + Nitrați, reducere la nitriți - d - - - - - - + ONPG + d - + - - - Hidroliza Uree - - - - - - - 1 + - Esculină + + - + + - - - Gelatină + + + - d - + + + slab Amidon - + d + + d - - Dezoxiribonuclează + d + d d - - - - Acid dinc: Glucoză + + d + + + - - + Maltoză + + + + + + - - + Zaharoză - d - - - + - - ■ Manitol ' - - - - - - - + Xiloză - D - - - + - - - Polimixină В R R R S S/R R § R “Simboluri: vezi Tabelul 32-4 b Pigmentogeneza este stimulată prin incubarea culturilor la I5-2O"C mai ales pe medii cu lapte, cazeină sau amidon și prin expunere la lumina zilei l' Testare pe mediul Hugh Leifson cu 1% carbohidrat (vezi Capitolul 40) Tabelul 32-7 Caractere diferențiale ale bacililor gram-negativi nefermentativi, ozidazo-negativi Testul3 Burkholderia maltei Chryseomonas luteola Flavimonas orvsihabitans Stenotrophoinonas maltophilia Creșterea pe agar Mac Conkev d 4- 4- 4- pe MMB b + acetat 4- 4- 4- - la42°C - d d d Pigment - G G g-br Nitrați, reducerea la nitriți 4- d - d NH3 din arginină 4- d - - Lizindecarboxilază - - - 4- Omitindecarboxilază - - - - Uree (Christensen) - d d d - Esculina ■' - , + - 4- Gelatină • - d 4- Amidon d d - Dezoxiribonuclează - - 4- ONPG 4- - 4- Acid din': Glucoză (+) 4- 4- 4- Maltoza - 4- + 4- Lactoză d - - 4- Zaharoză - - d 'd Manitol (d) 4- 4- - Xiloză ’ (d) 4- 4- d Mobilitate 4- 4- 4- Flageli 0 lpo lpo lpo a Simboluri: vezi Tabelul 32-4; br = brun; b Aproximativ 75% din tulpinile de B mallei sunt oxidazo-pozitive; c MMB = mediu minimal de bază; d Testare pe mediul Hugh Leifson cu 1% carbohidrat (vezi Capitolul 40) Mobilitatea Examinează pe preparat umed între lamă și lamelă sau, mai bine, în picătură suspendată* cultura peste noapte în bulion nutritiv la un microscop cu lumina corespunzător diafragmată Nu testa mobilitatea acestor bacterii în coloană de agar moale însămânțată prin înțepare Numărul și dispoziția flagelilor pot fi urmărite pe frotiuri colorate Leifson** Testează oxidaza după adăugarea unei picături de toluen la suspensia bacteriană pentru a accelera reacția de culoare însămânțează: - mediul Hugh-Leifson pentru testul de oxidare/fermentare a glucozei și producerea de acizi din alți carbohidrați în mediile uzuale, cu concentrații mai mari de peptonă, produșii alcalini de metabolism neutralizează acizii rezultați din oxidarea zaharurilor Alternativ, poate fi folosit pentru testare în mediul cu sare de amoniu - agar infuzie cord-creier pentru creșterea la 4° și 42°C - bulion arginină Thomley pentru testarea arginin-dihidrolazei Mediul Moller, prea anaerob, poate da rezultate fals negative cu pseudomonadele și alți bacili gram-negativi nefermentativi 785 Markerii epidemiologie!: Sero-, lizo- și piocinotipia sunt utile în investigarea epidemiologică a infecțiilor cu P aeruginosa, iar sero- și bacteriocinotipia în cele determinate de B cepacia Sunt cunoscute 5 biovaruri de P fluorescens și 2 de P putida, mai dificil de identificat, 3 biovaruri de R pickettii, 2 de R radiobacter și 2 de Shewanellaputrefaciens (tabelul 32-4 ) Metode ale biologiei moleculare identifică valoroși markeri epidemiologie! ai P aeruginosa (analiza ADN prin endonucleaze de restricție, sonde ADN, amplificare genică a unor secvențe cromosomale specifice) și ai B cepacia (ribotipia ș a ) BIBLIOGRAFIE DEANNA L K and GILLIGAN P H - Pseudomonas In P R Murray , E J Baron, J H Jorgensen et al (eds ) MANUAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 8-TH EDN, voi 1 ASM PRESS WASHINGTON D C , PP 719-728, 2003 GARRITY G M , BELL J A , AND TIMOTHY G L - TAXONOMIC OUTLINE OF THE PROKARY-OTES BERGEY’S MANUAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY - II-ND EDN , BERGEY MANUAL TRUST, SPRINGER, NEW YORK, 2004 GILLIGAN, P H ET AL : BURKHOLDERIA, STENOTROPHOMONAS, RALSTON1A, BREVUNDIMONAS, COMAMONAS, DELFTIA, PANDOREA AND ACIDOVORAX IN P R Murray, E J Baron, J H Jorgensen, et al (eds ) MANUAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 8-TH EDN, voi I, ASM PRESS, WASHINGTON D:C PP 729-748, 2003 GRAEVENITZ, A von: Acinetobacter, Alcaligenes, Moraxella and other nonfermentative gramnegative bacteria In P R Murray, F J Barron, M A: Pfaller et al (eds) Manual of Clinical Microbiology, 6-th edn, ASM Press, Washington D:C , pp 520-532, 1995 GRAEVENITZ, A von: Ecology, clinical significance, and antimicrobial susceptibility of infrequently en-countered glucose-nonfermenting gram-negative rods In G L Gilardi (ed ) Nonfermentative Gramnegative Rods Laboratory Identification and Clinical Aspects, Marcel Decker, New York, pp 181232, 1985 PALLERONI, N J : Introduction to the aerobic pseudomonas In L Collier, a Balows M Sussman (eds) Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn, Amold, London pp 10911108, 1998 PALLERONI N J - PSEUDOMONAS IN TOPLEY AND WILSON’S MICROBIOLOGY AND MICROBIAL INFECTIONS -10TH EDN , BACTERIOLOGY VOL 2 ED BARIELLO S P , MURRAY R P , FUNKE D„ HODDER ARNOLD, LONDON - ASM PRESS, pp 1591-1603, 2005 PITT, T L : Pseudomonas, Burkholderia and related genera In L Collier, A Ballows, M Sussman (eds) Op citată pp 1109-1113, 1998 PITT T L , DANCE D - BURKHOLDERIA SPP AND RELATED GENERA IN TOPLEY AND WILSON’S MICROBIOLOGY AND MICROBIAL INFECTIONS - 10 TH EDN , BACTERIOLOGY VOL 2 ED BARIELLO S P , MURRAY R P , FUNKE D„ HODDER ARNOLD, LONDON - ASM PRESS, pp 1607-1648, 2005 SCHRECKENBERGER, P C ET AL : ACINETOBACTER, ACHROMOBACTER, CHRYSEOBACTERIUM, MORAXELLA, AND OTHER NONFERMENTATIVE GRAM NEGATIVE RODS IN P R Murray , E J Baron, J H Jorgensen, et al (eds ) MANUAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 8-TH EDN, voi 1, ASM PRESS, WASHINGTON D C , PP 749-775 2003 * * * - THE NONFERMENTATIVE GRAM-NEGATIVE BACILLI IN E W KONEMAN, S D ALLEN W M JANDA, P C SCHRECKENBERGER W C WINN JR (EDS) COLOR ATLAS AND TEXT-BOOK OF DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY - VTH EDN J B LIPPINCOTT COMPANY PHILADELPHIA, NEW YORK, pp 253-320, 1997 786 32 2 COCOBACILI GRAM NEGATIVI NEFERMENTATIVI (GABRIEL IONESCU, DELIA BERCEANU-VĂDUVA) • Moraxella • Acinetobacter • Psychrobacter • Oligella 32 2 1 Minidefmiții Genul Moraxella reunește cocobacili groși, gram-negativi, așezați predominant în perechi ori în lanțuri scurte, aflagelați, imobili, necapsulați Organismele din acest gen sunt strict aerobe, azaharolitice, oxidază și catalază pozitive, nu produc indol, H,S, cresc sau nu pe agar Mac Conkey, lichefiază sau nu gelatina și esculina, reduc sau nu nitrații Conțin 40-45 mol % G + C în ADN Acinetobacter este un gen format din bacili scurți, groși până la cocoizi, imobili, frecvent capsulați, strict aerobi, nepigmentogeni, catalazo-pozitivi și oxidazo-negativi, nu reduc nitrații în funcție de specie, sunt azaharolitici sau zaharolitici oxidați v și cresc pe mediu cu săruri minerale și amoniu folosind ca unică sursă de carbon anumiți compuși exclusiv glucoza sau alte monozaharide Conținutul G + C din ADN este de 39-47 mol % Psychrobacter immobilis și grupele înrudite EO-2 și EO-3 sunt cocobacili imobili, nefermentativi, zaharolitici, oxidazo-pozitivi, care cresc optim la 20°C și dificil sau deloc la 37°C Genul Oligella grupează mici bacili gram-negativi cocoizi în două specii, una imobilă, cealaltă mobilă prin flageli peritrichi Sunt strict aerobi, nepigmentogeni, nefermentativi, azaharolitici, oxidazo- și catalazo-pozitivi Nu produc indol Dezaminează fenilalanina Reduc nitriții, dar numai una din specii reduce și nitrații 32 2 2 Considerații taxonomice în Taxonomic outline of the Prokaryotes Bergey’s Manual of Systematic Bacte-riology, ediția a 2-a (2004), în familia Moraxettaceae sunt grupate genurile Moraxella, Acinetobacter și Psychrobacter - Studii de nutriție bacteriană și, mai ales, genetice indică apartenența la genul Moraxella a 13 specii, branhamelele fiind incluse în acest gen, alte specii încadrate inițial ca moraxele fiind transferate altor genuri (vezi mai jos) Genul Acinetobacter a fost diversificat de la o singură specie, A calcoaceticus cu subsp calcoaceticus și subsp Iwoffii, la 32 specii genomice Dintre acestea, un număr de 17 genospecii au putut fi diferențiate și pe baza caracterelor fenotipice și au primit un nume: A calcoaceticus - specia tip a genului, A baumannii, A haemolyticus, A junii, A johnsonii, A hvoffii, A radioresistens, A ursingii, A schindlerii, A baylyi, A bouvetii, A gerneri, A grimontii, A tandoii, A tjembergiae, A towneri și A parvus 787 Din cauza strânsei legături dintre grupele genomice 1,2, 3 și 13TU (TJERNBERG si URSING), evidențiate prin studiile de hibridizare ADN-ADN, acestea sunt prezentate de unele grupuri de cercetători ca și “complexul A calcoaceticus-A baumanniP în cadrul genului Psychrobacter, din cele 15 specii actuale, de interes este P immobilis, cu care sunt înrudite două grupe de tulpini, EO-2 și EO-3 Moraxella phenylpyruvica, mai înrudită cu Psychrobacter immobilis, a fost exclusă din genul Moraxella fiind inclusă în genul Psychrobacter cu denumirea de P phenylpyruvicus Oligella este un gen afiliat în prezent familiei Alcaligenaceae fiind format din două specii: O urethralis (anterior Moraxella urethralis) și O ureolytica (anterior urupui CDCIVe) 32 2 3 Habitat și implicații în patologie Moraxelele fac parte din microbiota indigenă a omului și altor mamifere Exceptând M osloensis, prezentă în tractul genital, toate celelalte specii au fost izolate din sacul conjunctival, tractul respirator superior (nasofaringe) și sinusurile paranasale Au patogenitate redusă, toate speciile fiind considerate „patogeni ocazionali" (tabel 32-8) Speciile de Moraxella mai frecvent implicate în patologia infecțioasă sunt: Moraxella lacunata și Moraxella (Branhamella) catarrhalis Tabelul 32 8 Genul Moraxella: taxonomie, habitat și implicații în patologie Gen și specii Situsuri de izolare Implicații în patologie M (M ) lacunara* Conjunctivă, naso-faringe Blefaroconjunctivite epidemice, alte infecții urinare nonliquefaciens Tractus respirator superior Bronliopneumonii M (M ) osloensis Tractus genital Osteomielite, artrite septice, septicemii, meningite M (M ) bovis Conjunctivita bovină Keratoconjunctivită bovină M (M ) atlantae Tractus respirator superior Necunoscute • M (M ) lincolnii Tractus respirator superior Necunoscute M (B ) catarrhalis Tractus respirator superior Traheobronșite, pneumonii, sinuzite, otite medii, endocardite, septicemii, meningite, keratite, artrite supurate M (B ) caviae Nasofaringe la cobai Necunoscute la om M (B ) ovis Conjunctivita ovină Keratoconjuctivite ovine M (B ) caniș Conjunctivita canină Conjunctivite canine * Inclusiv var liquefaciens Speciile de Acinetobacter sunt ubicuitare în sol și apele de suprafață Apar ocazional în microbiota flotantă a tegumentului și sunt frecvent izolate în industria alimentară a cărnii în fondul microbian din spital au fost semnalate în rezervoarele de apă, pe instalațiile tehnico-sanitare, în aparatele de condiționare a aerului, pe mâinile personalului de îngrijire, pe tegumentul pacienților Determină infecții oportuniste, adesea nozocomiale, dificil de tratat ca urmare a rezistenței lor multiple la antibiotice: meningite grave, septicemii, pneumonii, pleurezii, pericardite, endocardite, supurații cutanate, infecții urinare, conjunctivite, sinuzite, adesea alături de alte microorganisme 788 Acinetobacter baumannii cauzează cel mai frecvent infecții (cca 2/3 din totalul infecțiilor determinate de Acinetobacter) Acinetobacter Iwoffii, A junii, A haemolyticus sunt responsabile fiecare de 5% din infecții Acinetobacter johnsonii este un rezident normal al pielii, iar A calcoaceticus are ca habitat solul De aici rezidă importanța determinării speciei; identificarea numai până la nivel de gen Acinetobacter rămâne fără semnificație clinică și epidemiologică Psychrobacter immobilis și grupele EO-2 și EO-3 sunt izolate ocazional din prelevate patologice și din alimente, dar numai P immobilis a fost rareori comunicată cu semnificație clinică Cele două specii de Oligella sunt izolate mai ales din tractul urinar, dar numai foarte rar sunt comunicate izolări în hemoculturi de la pacienți cu sepsis în cursul uropatiilor obstructive 32 2 4 Caractere de cultivare Toate speciile de Moraxella sunt strict aerobe și cultivă optim la 35°C Creșterea în bulion este inconstantă la majoritatea speciilor, iar M lacunata nu crește în bulion nutritiv Pe mediile solide dezvoltarea este în general lentă sub forma unor colonii mici ale căror dimensiuni pot ajunge la 2-2,5 mm după 48 ore Se dezvoltă bine pe mediul Mueller-Hinton ori pe agar triptoză suplimentate 5% cu extract de drojdie Pe agar-sânge majoritatea culturilor sunt nehemolitice Inconstant se poate observa o hemoliză incompletă la M lacunata, M nonliquefaciens, M osloensis și M catarrhalis Creșterea cea mai bogată se observă pe agar-șocolat Dintre speciile de interes medical, pe agar Mac Conkey cresc numai M atlantae și M osloensis (tabel 32-9 ) Acinetobacter se dezvoltă bine pe medii uzuale Pe agar nutritiv formează colonii rotunde, de 1-4 mm diametru, convexe, cu margini regulate, translucide sau opace, uneori mucoide, de culoare galben deschis sau gri-alb, de 1-4 mm diametru Tulpinile de A hvoffii cresc sub formă de colonii mai mici, nepigmentate Coloniile de A parvus sunt mai mici, nedepășind 0,9 mm în diametru după 48 de ore de cultivare Majoritatea tulpinilor se dezvoltă bine pe agar Mac Conkey Unele specii produc o hemoliză de tip |3 pe agar-sânge Creșterea în bulion, fără agitare, tulbură omogen mediul, formând uneori la suprafață văl sau inel, iar în partea inferioară a tubului un depozit Agitarea favorizează creșterea rapidă în mediu lichid Cresc bine între 10°-35°C Temperatura de creștere este și factor de diferențiere a speciilor Toate speciile cresc la 37°C cu excepția A johnsonii, iar A baumannii și genospecia 13 sunt singurele care cresc și la 44°C De aceea temperatura de incubare recomandată pentru izolarea speciilor de Acinetobacter este 30°C Nu are nevoie de factori de creștere (tulpinile auxotrofe sunt rare) pentru a se dezvolta într-un mediu minimal conținând doar o sare de amoniu ca sursă de azot și un acid organic ca sursă de carbon Psychrobacter immobilis crește bine la 20°C și inconstant la 37°C Cultura degajă o aromă de trandafir 789 Oligella cultivă pe medii uzuale Coloniile, opace până la albe, sunt mai mici decât cele de M osloensis Creșterea este mai bună în ariile dens însămânțate și pe mediile îmbogățite cu ser sau sânge Pe agar-sânge coloniile, nehemolitice, ating 1,5-3 mm după 48 ore Multe tulpini cresc pe agar Mac Conkey 32 2 5 Caractere microscopice Speciile din genul Moraxella sunt bacili gram-negativi, scurți, groși, de 1,5-2,5 pm/1,0-1,5 pm, cu tendință la forme cocoide, așezați în perechi și lanțuri scurte Sunt aflagelați, pot prezenta fimbrii și uneori capsulă Moraxella osloensis dezvoltă ocazional forme bacilare subțiri, filamentoase Moraxelele din specia M catarrhalis au o morfologie cocoidă caracteristică (0,6-1,0 pm) cu dispunere izolată, în perechi și, ocazional, în tetrade Uneori sunt capsulate Genul Acinetobacter cuprinde bacili sau cocobacili gram-negativi, adesea grupați în perechi Uneori rezistă la decolorate cu alcool-acetonă și apar gram-variabili Au un diametru de 0,9-1,6 pm și o lungime de 1,5-2,5 pm Capătă forme cocoide (diametrul de Ipm) în faza staționară de creștere, dar se pot întâlni pe același frotiu și forme filamentoase cu o lungime de câteva zeci de pm Sunt nesporulați Uneori sunt capsulați Psychrobacter immobilis apare ca un cocobacil gram-negativ dispus în perechi Cocobacilii din grupul EO-2 sunt frecvent vacuolați și iau aspectul literei O Oligella sunt bacili scurți, cocoizi (în general sub 1 pm lungime) dispuși mai frecvent în perechi Oligella ureolytica este mobilă (uneori tardiv și greu de demonstrat) prin flageli peritrichi, în timp ce Oligella urethralis este imobilă 32 2 6 Teste preliminare Pentru încadrarea corectă în genuri/subgenuri a cocobacililor gram-negativi nefermentativi: Se urmărește: creșterea pe agar Mac Conkey, creșterea și hemoliza pe agar cu sânge de berbec, caracterul strict aerob Se testează: temperatura optimă de creștere, zaharoliza oxidativă, producerea de oxidază, catalază, dezoxiribonuclează, indol, H2S, reducerea nitraților și hidroliza gelatinei (tabel 32-9) ' Tabelul 32-9 Caractere de cultivare și teste preliminare pentru diferențieri între genurile de cocobacili gram-negativi nefermentativi Testul3 Moraxella Oligella Acinetobacter Psychrobacter Creștere pe agar Mac Conkey V V V 4- Creștere strict aerobă 4- + + 4- Temperatura optimă de creștere (°C) 37 37 33-35 20 Hemoliza pe agar-sânge de berbec «/- DS/- ₽/- - Oxidaza 4- ■ 4- - 4- Catalaza 4- 4- + 790 Tabelul 32-9 (continuare) Testula Moraxella Oligella Acinetobacter Psychrobacter Acid dinb: Glucoză + V V Maltoză V - Zaharoză - - Manitol - - Xiloză V + Dezoxiribonuclează - - Indol - - Hidrogen sulfurat (TSI) - - Nitrat, reducerea V V - V Gelatină, hidroliza V - V - ’ Simboluri: V = variabil, funcție de tulpină sau specii: DS = hemoliză difuză sub colonii: + = > 90% din tulpini pozitive; - = > 90% din tulpini negative b Testarea zaharolizei oxidative pe mediul Hugh Leifson c Cu excepția speciilor încadrate anterior în genul Branhamella Psychrobacter immobilis și genul Acinetobacter pot fi confirmate prin testul de transformare a unei tulpini competente auxotrofe cu ADN extras din tulpina de identificat (vezi Capitolul 40) 32 2 7 Teste definitive Identificarea moraxelelor se efectuează printr-un set extins de caracteristici morfologice, exoenzimatice și de cultivare menționate în tabelul 32-10 Absența oricărei activități zaharolitice, a producerii de indol, urează și fenilalanin-dezaminază, reducerea nitraților în nitriți și hidroliza gelatinei și serului coagulat permit încadrarea corectă de gen și specie Diferențierea speciilor este relativ dificilă întrucât nu există teste tranșante de separare în toate cazurile Creșterea pe agar Mac Conkey caracterizează numai speciile M osloensis și M atlantae Hidroliza gelatinei și a serului coagulat se întâlnește numai la unele tulpini de M lacunata', nitrații sunt reduși numai de Л7 nonliquefaciens șiM catarrhalis M lacunata nu crește pe bulion nutritiv Tulpinile de M catarrhalis produc constant dezoxiribonuclează și prin aceasta se diferențiază de celelalte specii ale genului Moraxella Studiul acizilor grași celulari prin gaz cromatografie a permis stabilirea unor „tipuri1’ la tulpini de Moraxella izolate în context epidemiologie Tipizarea prin metode moleculare genetice este posibilă deși interesul pentru asemenea metode la genul Moraxella este practic restrâns • Identificarea speciilor de Oligella poate fi făcută prin aceleași caractere menționate în tabelul 32-10 791 Tabelul 32-10 Genurile Moraxella și Oligella: diferențierea speciilor cu interes medical Testul Genul Moraxella Genul Oligella 2 2 S 1 J ca § 6 *ș Mobilitate - - - - - - - +b Creșterea: pe agar sânge de berbec + 4- + + + 4- 4- hemoliza a/- - - DS DS pe agar Mac Conkey - d 4- d d pe MMBC + acetat - 4- d d 4- 4- pe mediul Simmons (citrat) - - - 4- - în bulion nutritiv d 4- d d d 4- + la 42°C d d - d 4- - Oxidază 4- 4- ■ + 4- 4- 4- 4- Catalază + 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4 Zaharoliză oxidativă - - - - - - - - Fenilalanindezaminază (agar) - - - - - 4- 4- Indol - - - - - - Dezoxiribonuclează - - - - - 4- - - Hidroliza: Gelatină +b - - Esculină - - - - - - Ser coagulat, lichefiere + - - - - - Nitrat reducere 4- 4- d - - 4- - 4- Nitrit, reducere - - d d (+) 4- 4- Pigment galben - - - d - - Penicilină, sensibilitatea l,0U/ml + + +c 4- 4- 4-C +c - 0,1 U/ml (excluse tulpinile 3-lactamază +) 4- 4- d 4 4- 4- d “ Simboluri: + = > 90% din tulpini pozitive; d = 11-89% tulpini pozitive; - = > 90% din tulpini negative; DS = hemoliză difuză sub colonii; () = reacție tardivă; absența oricărui simbol = test nesemnificativ sau rezultat necomunicat b Rezultatul poate fi tardiv sau dificil de demonstrat c Unele tulpini pot fi rezistente la penicilină prin producere de Ș-lactamază (nici o tulpină |3-lactamază negativă nu crește la concentrația de 1,0 U penicilină/ml) • Identificarea speciilor de Acinetobacter o realizăm pe baza caracterelor de cultivare și biochimice consemnate în tabelul 32-11 Pentru practica laboratorului clinic de microbiologic sunt utile testele de asimilare (auxanograma) combinate cu testele de degradare a unor substraturi diverse (ex galeria API 20 NE care cuprinde 8 teste de degradare și 12 teste de asimilare, la care se adaugă reacția oxidazei) Pentru diferențieri suplimentare se folosește testul de creștere la diferite temperaturi 792 Tabelul 32-/1 Caractere diferențiale ale speciilor de Acinetobacter de interes medical Specia A calcoaceticus A baumannii d •S *0 « O d Vi g A Iwoffii A sp 10 A sp 11 Й "g DNA grup 1 2 3 4 5 6 7 8,9 10 11 12 Creștere la: 44°C - + - - - - - - - - 4Г-С - + 4- - 4- - - - - - 37°C 4- 4- + 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- Acidifierea glucozei 4- 4- 4- d - d - 4- - d Hidroliza gelatinei - - - 4- 4- - - - - Hemoliză - - - + - 4- - - - - Utilizarea: DL-lactat 4- + + - 4- - 4- 4- 4- 4- 4- DL-4-aminobutirate 4- 4- 4- + d - d d 4- 4- 4- Trans-aconitate 4- + 4- d - - - - - - Cifrat 4- 4- 4- 4- d 4- 4- + + - Glutarat 4- 4- + - - - - 4- 4- 4- Aspartat 4- + + d d d d + d - Azelat 4- 4- + - - - - 4- d d 4- P-alanină 4- + 4- - - - - 4- 4- - L-histidină 4- + 4- 4- 4- 4- - 4- 4- - D-malat - 4- + 4- 4- + d d 4- 4- - Malonat + 4- d - - - d - - - 4- Histamină - - - - - - d 4- L-fenilalanină d d - - - - - - - 4- Fenilacetat + d d - - - - + d d 4- Creșterea la diferite temperaturi, 37°, 41° și44°C, este importantă în special pentru diferențierea câtorva specii de celelalte: A johnsonii șiA tjembergiae nu cresc la 37°C, iar A baumannii și genospecia 13 (Tjernberg et Ursing) sunt singurele care cresc și la 44°C Pentru restul speciilor rezultatul trebuie corelat cu celelalte teste Se însămânțează 3 eprubete conținând câte 10 ml bulion triptocazeină soia cu câte 2 picături de cultură în bulion de 24 ore a tulpinii testate Se observă creșterea prin tulburarea mediului după 24-48 ore de incubare la temperaturile menționate Acidifierea glucozei poate fi testată pe o placă cu Agar purple base (Difco) Se însămânțează în spoturi tulpinile de testat și se incubează 24 ore la 30°C Virarea mediului la galben în zona spotului indică un test pozitiv Hidroliza gelatinei Testul este pozitiv pentru A haemolyticus, Acinetobacter genospeciile 6 (Bouvet et Grimont), 14 (Bouvet et Jeanjean), 14 (Tjernberg et Ursing) = A genospecia 13 (Bouvet et Jeanjean), 15 (Tjernberg et Ursing), 15 (Bouvet et Jeanjean), 16 (Bouvet et Jeanjean), 17 (Bouvet et Jeanjean) Este indicat agarul triptocazeină soia cu 4% (w/v) gelatină pulvis turnat în plăci Petri Se însămânțează în spot tulpina de 793 testat După 48 ore de incubare la 30°C se inundă suprafața mediului cu reactivul Frazier (15% w/v HgCl, în soluție 2N de HC1) Se notează zonele de clarificare a mediului din jurul spoturilor, care semnifică un test pozitiv Hemoliză Se folosește agar cu sânge de berbec sau cal Rezultatele se corelează în mare măsură cu testul de hidroliză a gelatinei Utilizarea a 14 substraturi ca unică sursă de carbon (auxanograma) La un mediu chimic definit (M70, Veron) este adăugată câte una din cele 14 substanțe folosite ca sursă de carbon (0,1% w/v aminoacizii și acizii organici, 0,2% w/v glucidele) Acestea sunt: DL-lactat, DL-4-aminobutirat, transaconitat, citrat, glutarat, aspartat, azelat, b-alanină, L-histidină, D-malat, malonat, histamină, L-fenilalanină, fenilacetat Mediul trebuie sterilizat prin filtrare (porozitate de 0,22 pm) Se prepară o suspensie densă a tulpinii de testat în apă distilată și se însămânțează câte 0,1 ml în tuburi 12/120 mm cu 3 ml mediu Pentru o mai bună aerare, se incubează tuburile înclinate și se urmărește după 2-6 zile apariția turbidității Tiparea a vizat în special A baumannii Biotipia Auxanograma (vezi mai sus) cu 6 substraturi ca sursă de carbon (levulinat, citraconat, L-fenilalanină, fenilacetat, 4-hidroxibenzoat și L-tratrat) a identificat 19 biovaruri, dintre care biovarurile 1, 2, 6 și 9 sunt mai frecvent izolate din infecții nozocomiale Serotipia O folosind reacția de aglutinare cu seruri de iepure a identificat 20 serovaruri Serotipia К folosind anticorpi marcați fluorescent a dus la identificarea a 28 serovaruri Lizotipia folosind un prim set de 25 fagi și apoi un set adițional cu 14 fagi a permis identificarea unor lizovaruri predominante în infecțiile nozocomiale Studiul unor focare epidemice folosind profilul de proteine totale și profilul de proteine de membrană externă au arătat o bună putere discriminatorie, stabilitate și reproductibilitate Dintre metodele genetice, ribotipia, electroforeză în câmp pulsator și profilul plasmidic au permis de asemenea o bună discriminare a tulpinilor din focarele de infecții nozocomiale Aceste metode trebuie folosite însă în combinație cu cele „clasice“pentru creșterea puterii discriminatorii BIBLIOGRAFIE BERGOGNE-BEREZIN, E : Acinetobacter spp saprophytic organisms of increasing pathogenic impor-tance; 1994 Zbl Bakt 281:389 BOUVET, P J M , JEANJEAN, S : Delineation ofnew proteolytic genomic species in the genus Acinetobacter, 1989 Res Microbiol 140:291 BOUVET, P J M , GRIMONT, P A D : Identification and biotyping of clinical isolates of Acinetobacter, 1998, Ann Inst Pasteur/Microbiol 138:569 BOUVET, P J M , CRIMONT, P A D : Taxonomy of the genus Acinetobacter with the recognition of Acinetobacter baumanii sp nov , A haemolyticus sp nov , A johnsonii sp nov and A junii sp nov and emended description of A calcoaceticus and A lwoffii, 1986, Int J Syst Bacteriol 36:228 794 BOVRE,K : Moraxella In R N Krieg, J G Hoit (eds) Bergey Manual of Systematic Bacteriology, 9-th edn, Williams and Wilkins, Baltimore, voi 1, pp 296-303, 1986 BUCHANAN, B K : Moraxella, Branhamella, Kingella and Ekenclla In L Collier, A Ballows M Sussman (eds) Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial infections, 9-th edn, Amold, London, voi 2, pp 1139-1146, 1998 CARR E L , KAMPFER P , PATEL B K C , et al - Seven novei species of Acinetobacter isolated from activated sludge Int J Syst Evol Microbiol , (2003)53, 953-963 CATLIN, B W : Branchamaceae fam nov a proposed family to accommodate the genera Branhamella and Moraxella, 1991 Int J Syst Bacteriol 41:320 DIJKSHOORN, L„ AUKEN, H„ GERNER-SCHM1DT, P et al : Correlation of typing methods for Acinetobacter isolates from hospital outbreaks, 1993 J Clin Microbiol 31:702 EMRIGHT, M C , MCKENZIE, H : Moraxella (Branhamella) catarrhalis - clinical and molecular aspects of rediscovered pathogen, 1997 J Med Microbiol 46:360 EUZEBY J P - Dictionnaire de Bacteriologie Vetcrmaire 2003, http;//www bacterio cict fr/bacdico/aa/ acinetobacter html GARRITY G M , BELL J A , and TIMOTHY G L - Taxonomic outline of theProkaryotes Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology - ІІ-nd edn , Bergey Manual Trust, Springer, New York, 2004 KÂMPFER P , TJERNBERGI etURSING J : Numerica! classification and identification of Acinetobacter genomic species J Appl Bacteriol , 1993, 75, 259-268 MEITERT, E : Grupul bacteriilor gram-negative glucoză-nefermenttive implicate în patologia umană In V Bâlbâe, N Pozsgi (ed ), Editura Medicală, București, vol 2, pp 44-471, 1985 NEMEC A , DE BAERE T„ TJENBERG I , VANEECHOUTTE M , et al - Acinetobacter ursingii sp nov and Acinetobacter schindleri sp nov , isolated from human clinical specimens Int 1 Syst Evol Microbiol (2001)51, 1891-1899 NEMEC A , DIJKSHOORN L , CLEENWERCKI , ET AL - Acinetobacter parvus sp nov , a small-colony-forming species isolated from human clinical specimens Int J Syst Evol Microbiol (2003); 53: 1563-1567 ROSSAU, R , VAN LANSCHOOT, A , FILLIS, M et al : Taxonomy of Moraxellaceae fam nov , a new bacterial family to accommodate the genera Moraxella, Acinetobacterand Psychrobacter and related organisms, 1991 Int J Syst Bacteriol 41:310 VANDAMME, P , GILLIS, M , CANCANNEYT, M et al : Moraxella lincolnii sp nov isolated from the human respiratory tract, sis , 1983 Int J Syst Bacteriol 43:474 VERON, M : Nutrition et taxonomie des enterobacteries I Methode d’etude des auxanogrammes, 1975 Arm Microbiol (Paris) 126A:267 WEYNT, S R MOSS, C W , WEAVER, E R et al : Identification unusual pathogenic gram-negative aerobic and facultatively anaerobic bacteria, 2-nd edn, Williams and Wilkins Со , Baltimore, 1995 33 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM-NEGATIVI AEROBI SAU FACULTATIV ANAEROBI PRETENȚIOȘI NUTRITIV 33 1 IDENTIFICAREA GENULUI HAEMOPHILUS 33 1 Г Minidefiniție 33 1 2 Considerații taxonomice 33 1 3 Habitat și implicații în patologie 33 1 4 Caractere microscopice 33 1 5 Caractere de cultivare 33 1 6 Identificarea preliminară 33 1 7 Identificarea definitivă 33 1 8 Testarea sensibilității Ia antibiotice 33 2 IDENTIFICAREA'GENULUI GAR-DNERELLA 33 2 1 Minidefiniție 33 2 2 Considerații taxonomice 33 2 3 Habitat și implicații în patologie 33 2 4 Caractere microscopice 33 2 5 Caractere de cultivare 33 2 6 Teste pentru identificare 33 2 7 Testarea sensibilității Ia antibiotice 33 3 IDENTIFICAREA" GENULUI BORDETELLA 33 3 1 Minidefiniție 33 3 2 Considerații taxonomice 33 3 3 Habitat și implicații în patologie 33 3 4 Caractere de cultivare 33 3 5 Caractere microscopice 33 3 6 Identificarea preliminară 33 3 7 Identificarea definitivă 33 3 8 Sensibilitatea la antibiotice 33 3 9 Metode neconvenționale de identificare 33 4 IDENTIFICAREA GENULUI LEGIO-NELLA 33 4 1 Minidefiniție 33 4 2 Considerații taxonomice 33 4 3 Habitat și implicații în patologie 33 4 4 Obținerea culturii pure 33 4 5 Caractere de cultivare 33 4 6 Caractere microscopice 33 4 7 Teste preliminare 33 4 8 Teste definitive 33 5 IDENTIFICAREA GENURILOR CAMPYLOBACTER ȘI ARCOBACTER 33 5 1 Minidefiniție 33 5 2 Considerații taxonomice 33 5 3 Habitat și implicații în patologie 33 5 4 Obținerea culturii pure 33 5 5 Caractere de cultivare 33 5 6 Caractere microscopice 33 5 7 Teste preliminare 33 5 8 Teste definitive 33 6 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM/ NEGATIVI AEROBI SAU FACULTATIV ANAEROBI 33 6 1 Microdefiniție 33 6 2 Considerații taxonomice 33 6 3 Habitat, epidemiologie și implicații în patologie 33 6 4 Caractere microscopice 33 6 5 Caractere de cultivare 33 6 6 Genetica 33 6 7 Diagnostic 33 6 7 1 Metode invazive 33 6 7 2 Metode de non-invazive 33 6 8 Sensibilitatea la antibiotice 33 7 IDENTIFICAREA GENULUI BRUCELLA 33 7 1 Minidefiniție 33 7 2 Considerații taxonomice 33 7 3 Habitat și implicații în patologie 33 7 4 Caractere de cultivare 33 7 5 Caractere microscopice 33 7 6 Teste preliminare 33 7 7 Teste definitive 33 7 8 Sensibilitatea Ia antibiotice 33 8 IDENTIFICAREA GENULUI FRAN-CISELLA 33 8 1 Minidefiniție 33 8 2 Considerații taxonomice 33 8 3 Habitat și implicații în patologie 33 8 4 Caractere microscopice și de cultivare 33 8 5 Identificare Sensibilitatea Ia antibiotice 33 9 IDENTIFICAREA GENURILOR PAS-TEURELLA ȘI ACT1NOBACILLUS 33 9 1 Minidefmiții 33 9 2 Considerații taxonomice 33 9 3 Habitat și implicații în patologie 33 9 4 Caractere de cultivare 33 9 5 Caractere microscopice 33 9 6 Teste preliminare 33 9 7 Teste definitive și tipări 33 9 8 Sensibilitatea la antibiotice 33 10 STREPTOBACILLUS MONIL1FORM1S 33 10 1 Minidefiniții 33 10 2 Considerații taxonomice 33 10 3 Habitat și implicații în patologie 33 10 4 Caractere de cultivare 33 10 5 Caractere microscopice 33 10 6 Teste preliminare 33 10 7 Teste definitive 33 11 IDENTIFICAREA GENURILOR CALYMATOBACTERIUM CARDIO-BACTERIUM, CHROMOBACTERIUM EIKENELLA ȘI KINGELLA 796 31 11 1 Calymatobacterium 3 3 11 2 Cardiobacterium 33 11 3 Chromobacterium 33 11 4 Eikenella 33 11 5 Kingella 33 12 GENUL BARTONELLA • Haemophilus • Gardnerella » Bordetella • Legionella • Campylobacter • Arcobacter • Helicobacter • Brucella • Francisella • Pasteurella • Actinobacillus • Streptobacillus • Calymatobacterium • Cardiobacterium • Chromobacteriu • Eikenella • Kingella • Bartonella 33 1 IDENTIFICAREA GENULUIHAEMOPHILUS NICOLAE MIHANCEA (VERONICA ALECU, GEORGETA MIHAI, MIRCEA IOAN POPA) 33 1 1 Minidefiniție Genul Haemophilus reunește un grup de bacterii gram-negative sub formă coco-bacilară și/sau bacilară, uneori filamentoasă, cu grade variate de polimorfism, imobile, nesporulate, aerobe sau facultativ anaerobe, heterofermentative, dependente de factorii de creștere X și/sau V, prezenți în sânge, cu un procent de G+C în ADN de 37-44 33 1 2 Considerații taxonomice Genul Haemophilus, pe baza similarității caracterelor fenotipice, genotipice și a evoluției de la ancestral până în prezent, a fost inclus în Familia Pasteurellaceae împreună cu genurile Actinobacillus, Pasteurella și alte 4 grupuri ce cuprind peste 80 de specii bacteriene Diferențele între aceste specii, după secvențierea 16S-ARNr sunt în medie de 6%, fiind cel mai înrudite cu Familia Enterobacteriaceae (numai 12% diferențe), Vibrionaceae și Aeromonaceae Taxonomic, genul Haemophilus este într-o permanentă schimbare; unele specii sunt eliminate ori candidate la excludere, altele incluse ori nou identificate Astfel Brenner et al (1988) propun ca H aegyptius să devină biogrupul aegyptius al H influenzae, dată fiind homologia genomică de 90% și diferențele fenotipice minime Haemophilus ducreyi, deși îndeplinește criteriile acceptate pentru definirea genului, este candidat la eliminare date fiind homologia ADN de numai 0,6% cu alte specii de Haemophilus și o serie de diferențe fenotipice în prezent genul Haemophilus cuprinde peste cincisprezece specii Unele specii cu habitat animal dependente de factori X sau V au fost confirmate ca hemofili (H haemoglobmophilus, H parasuis, H paragallinarum) altele nu („H somnus“, „Hagiii") Speciile de Haemophilus a căror creștere este dependentă numai de factorul V exceptând H segnis sunt numite cu ajutorul sufixului para-', e g H parainfluenzae etc 33 1 3 Habitat și implicații în patologie Speciile de Haemophilus au fost izolate de la om, mamifere, păsări, pești, reptile Acest capitol privește numai speciile cu habitat uman: H influenzae, H aegyp-tius sau conjunctivitidis cu denumirea comună anterioară bacilul Koch-Weeks, 797 H ducreyi, H haemolyticus, H parainfluenzae, H parahaemolyticus, H aphrophilus, H paraphrophilus, H paraphrohaemolyticus și H segnis Hemofilii izolați de la om sunt comensali ai tractusului respirator și sporadic ai intestinului, vaginului sau uretrei anterioare și patogeni oportuniști Excepție fac H aegyptius și H ducreyi, patogeni ai mucoaselor conjunctivală, respectiv genitouri-nară, care nu au fost izolați de la persoane sănătoase Hemofilii colonizează tractusul respirator din a 4-a zi până la 2 ani după naștere, când constituie 10% din microbiota orofaringiană La copii sunt prezente speciile: H parainfluenzae 100%, H influenzae 75%, din care H influenzae serovarul b 3-7% H segnis 40%, H paraphrophilus 40% și H haemolyticus 10% La adulți frecvența este de 100% pentru H parainfluenzae, pentru H segnis, 60% pentru H paraphrophilus și 40% pentru H influenzae în placa bacteriană dentară supragingivală și subgingivală predomină H aphrophilus, H paraphrophilus și H parainfluenzae Speciile de hemofili pot produce boli primare, secundare, complicații și reacu-tizări ale unor boli cronice, în orice zonă sau organ al gazdei, nepatognomonice clinic, exceptând șancrul moale; sunt frecvente și grave la copii, bătrâni și imuno-deficienți, rare la tineri și adulți Haemophilus influenzae, în special serovarul b, are potențialul patogen cel mai pronunțat, urmat de H parainfluenzae, H aphrophilus și restul speciilor Infecțiile, complicațiile și reacutizările pe care le produc, variază cu specia, vârsta gazdei și zona geografică: pneumonii, meningite, epiglotită acută, celulite, artrite, pericardite, endocardite, osteomielite, septicemii și bacteriemii Haemophilus influenzae serovar b, biovar I cauzează peste 90% din infecțiile invazive produse de hemofili De asemenea, mai produc infecții variate ale tractusului respirator, otită medie, conjunctivită, infecții urogenitale, matemofetale, osteoar-ticulare, dentobucale, ale plăgilor accidentale și operatorii, digestive, biliare, abcese cu localizări variate și foarte rar infecții nosocomiale în 1984 a fost descrisă febra purpurică braziliană produsă de H aegyptius 33 1 4 Caractere microscopice Frotiurile colorate Gram pentru depistarea hemofililor trebuie decolorate 20 secunde, pentru că hemofilii nedecolorați corect s-ar putea confunda cu Streptococcus pneumoniae, iar recolorarea nu se face cu safranină (care nu colorează bine hemofilii), ci numai cu fucsină bazică 0,1% sau cu fucsină Ziehl diluată 1/10, timp de 5 minute sau 20-30 minute la frotiurile din secrețiile șancroide în frotiurile din prelevate patologice hemofilii sunt gram-negativi și apar predominant cocobacilari (forma „tipică“, prezentă în fazele de debut și de stare ale infecțiilor), iar în fazele de convalescență și vindecare apare polimorfismul în lichidul cefalorahidian H influenzae prezintă polimorfism, majoritatea bacteriilor fiind situate extraleucocitar Identificarea microscopică a serovarului de H influenzae direct în lichidul cefalorahidian nu este indicată din cauza specificității nesatisfăcătoare: reacția de umflare a capsulei dă frecvent rezultate fals negative, iar colorația imunofluorescentă rezultate fals pozitive Haemophilus aegyptius, în frotiurile din secrețiile sau raclatele conjunctivale ori din peteșiile cutanate (febra purpurică), apare sub formă de bacili subțiri și uneori de filamente 798 Frotiul colorat Gram poate depista H ducreyi în secrețiile șancroide, cu o sensibilitate de 0,43-0,65, sub formă de cocobacili intra- și extraleucocitari colorați bipolar și dispuși în lanțuri scurte sau medii („lanț de bicicletă11)- Aspectul hemofililor din culturile de izolare sau identificare diferă după: vechime (favorizează polimorfismul), abundența factorilor nutritivi (favorizează mono-morfîsmul), cantitățile reduse (predispun la forme bacilare lungi până la filamentoase) și specie Haemophilus influenzae: cocobacili, bacilii subțiri, scurți, drepți, rar încuibați, de 0,3-0,6 pm/0,5-3 pm, uneori polimorfi, cu sau fără filamente, capete rotunjite, gram-negativi (fig 33-1) Formele gram-negative filamentoase și aberante pot fi caracteristice anumitor tulpini, iar polimorfismul este caracteristic tulpinilor în curs de trecere la forma „R“ Serovarurile a-f, din culturi de 10-18 ore, în prezența serurilor imune de tip, prezintă și capsulă (halou clar, redus, în jurul bacteriei) Haemophilus aegyptius: bacili mai subțiri și relativ uniformi de 0,2-0,3 pm/2-3 pm gram-negativi Haemophilus haemolyticus: cocobacili sau bacili scurți, mici, regulați, uneori filamentoși, gram-negativi Haemophilus parainfluenzae și H parahaemolyticus: sunt predominant bacilari uniformi sau polimorfi cu forme filamentoase lungi, gram-negativi (fig 33-2) Haemophilus segnis: bacili polimorfi, frecvent sub formă de filamente neregulate, gram-negativi Haemophilus aphrophilus și H paraphrophilus: bacili scurți, regulați, de 0 450,55 pm, rar apar și forme filamentoase, gram-negativi Pe frotiurile din culturile incubate aerob apar forme aberante, de involuție Haemophilus paraphrohaemolyticus' pe frotiurile din culturi dezvoltate în aer cu 10% CC>2 apare ca bacili scurți și medii de 0,4-0,5 pm/0,75-2,5 pm și mai rar ca filamente scurte, gram-negativi; pe cele din culturile incubate fără CO2 domină formele aberante de bacili scurți, lungi, grosolani, filamente răsucite Haemophilus ducreyi: bacili fini de 0,5 pm/1,5-2 pm, gram-negativi, dispuși în perechi sau lanțuri Fig 33-1 Aspectul microscopic al Fig 33-2 Aspectul microscopic al H influenzae H parainfluenzae 799 33 1 5 Caractere de cultivare Prelevatele obținute pentru diagnosticul bacteriologic al infecțiilor produse de hemofili, atunci când sunt recoltate în afara laboratorului, se transportă imediat, în recipientele în care au fost recoltate (spută, LCR, etc ) sau în mediu universal de transport Stuart sau Amies (cele recoltate pe tampon) Probele de LCR trebuie să fie transportate în cel mult 1 ora de la recoltare, fără a fi refrigerate, expuse la căldură excesivă sau la lumina solară Până în momentul însămânțării, probele pot fi păstrate pentru scurt timp la temperatura laboratorului, nu în frigider Mediile de cultură pentru hemofili necesită factori esențiali de creștere X și V și au la bază infuzia de cord bovin ce permite o dezvoltare mai bogată și rapidă, o peptonă de calitate, glucoză, care stimulează creșterea, NaCI (în absența căreia nu se dezvoltă H paraphrophilus) și tampon fosfat Există tulpini care necesită pentru dezvoltare baze purinice, acid pantotenic, tiamina, uracil și cistină Factorul X, termostabil (rezistă 45 minute la 120°C), este protoporfirina IX sau o protohemă cu fier, prezentă în sânge sau în derivatele sale cu hemină și asigurată în mediile de cultură prin adaos de 5% sânge șocolatat, de suplimente XV, Fildeș sau Levinthal, care conțin aproximativ 500 pg/ml factor X și 150 pg/ml factor V, sau prin suplimentare cu hemină Haemophilus influenzae necesită pentru dezvoltare 0,1-10 pg/ml factor X, iar H ducreyi 200 pg/ml hemină Factorul V, termolabil (rezistă numai 15 minute la 90°C), este nicotin-amid-ade-nin dinucletidul (NAD) sau NADPH (fosfat), prezent în hematii, dar eliberat, este distrus de pirofosfatază și NAD-ază, prezente în sângele de om, ovine, caprine ori bovine (enzime inactivate prin șocolatizare) Surse de factor V sunt suplimentele XV, extractul de drojdie, de cartofi sau tomate, diferite bacterii: Stafilococ, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa mucos, Sarcina Iuțea, Escherichia coli, levuri și preparatele de NAD sau NADPH Necesitățile de factor V pentru H influenzae sunt de 0,2-1 pg/ml, pentru H parainfluenzae de 1-5 pg/ml sau, pentru unele tulpini, de 25 pg/ml Mediile pentru izolarea hemofililor trebuie să aibă umiditatea păstrată integral și suprafața perfect netedă, sângele (numai de cal sau iepure) să fie proaspăt (creșterea culturii este invers proporțională cu vechimea sângelui) Incubarea se face în atmosferă umedă, preferabil în aer cu 5-10% CO->, care este obligatoriu pentru H ducreyi, grupul aphrophilus și unele tulpini de H parainfluenzae biovar III, la 35°-37°C (33-34°C pentru H ducreyi), timp de 18-24 ore sau 72 ore pentru prelevatele provenite de la bolnavi cronici tratați cu antibiotice Incubarea trebuie prelungită la 2-4 zile pentru H aegyptius, H segnis, sau chiar 9 zile pentru H ducreyi, cu examinare zilnică Pentru hemoculturi este indicat bulionul infuzie de cord bovin (infuzia de creier conține acizi grași cu efect toxic, inhibant) adiționat cu 10 pg factor X/ml și 25 pg factor V/ml (sângele nu aduce aceste cantități de factori) sau cu supliment Levinthal (1 volum supliment Levinthal + 2 volume bulion infuzie de cord) Incubarea la 37°C durează până la 28 zile, în special pentru H parainfluenzae, la care au fost descrise pozitivări chiar după 56 zile Creșterea hemofililor poate fi mascată prin invazia mediului de cultură de către microorganisme de contaminare ori inhibată de mucinele din prelevatele patologice ca 800 de antagonismul bacterian al Streptococcus pneumoniae sau Moraxella catarrhalis înlăturarea acestor efecte o facem prin suplimentarea mediilor agarizate cu sub-smnțe sau asociații de substanțe selective de tipul: bacitracină 300 pg/ml, lin-romicină 5 pg/ml, oxacilină 10 pg/ml sau bacitracină 300 pg/ml + vancomicină 5 pg/ml + clindamicină 1 pg/ml pentru produsele recoltate de la nivelul tractusului respirator și vancomicină 10 pg/ml + bacitracină 5 pg/ml + nistatină 5 pg/ml + polimixină В 2,5 pg/ml pentru izolarea hemofililor din fecale Suplimentele selective trebuie adăugate mediilor lichefiate și răcite la 60°C Mediile de cultură pentru izolarea hemofililor sunt: geloza cu sânge de cal sau iepure, geloza șocolat, geloza XV, geloza XV diferențială, geloza Levinthal, geloza Fildeș și Haemophilus Test Mediutn (HTM) care pot deveni selective prin adaos de antibiotice (vezi mai sus) Mediile cu sânge de cal sau iepure evidențiază hemofilii I smoliți ci Nu recomandăm suplimentarea mediilor cu sânge ovin sau bovin deoarece conțin enzime care distrug factorul V Unii autori o agreează, dar impune în mod expres șocolatarea mediului pentru inactivarea respectivelor enzime Coloniile hemofililor sunt nepigmentate gri lucioase sau ușor gălbui, plate ori convexe, cu suprafață netedă, foarte rar rugoasă, în special la H parainfluenzae, cu diametrul de 0,5-2 mm după 48 ore la 37°C Pe mediile cu sânge, hemofilii hemolitici produc Ș-hemoliză în mediile lichide cu factori X și V, hemofilii produc turbiditate uniformă exceptând H aphrophilus, H paraphrophilus și unele tulpini de H parainfluenzae, care prezintă creștere granulară cu depozit și frecvent, granulele aderă de pereții tuburilor sau flacoanelor, aspect observabil și la hemoculturi Aspectul coloniilor variază cu mediul de cultură, specia și serovarul sau biovarul tulpinilor: • Haemophilus influenzae, pe geloză șocolat (electivă sau selectivă) formează colonii gri-lucioase sau semiopace, netede, plate sau convexe, cu margini precise și diametrul de 1-2 mm, majoritatea cu miros de indol Creșterea are uneori aspectul picăturilor de condens Tulpinile capsulate produc colonii mai mari (1-3 mm) și mai mucoide, cu tendință de confluare Pe mediile transparente (elective sau selective) Levinthal, geloza XV, HTM, coloniile au diametrul de 1-2 mm, sunt rotunde, convexe sau conice, transparente sau albăstrui-verzui Tulpinile capsulate de H influenzae b, la 10-18 ore de incubare, pot prezenta, când sunt observate în lumina transmisă oblic, o strălucire aparte, caracteristică, numită iridiscență La restul tulpinilor capsulate iridiscența nu este clară întotdeauna și nu trebuie confundată cu nuanța albăstrui-verzuie a tulpinilor necapsulate Pe geloza XV diferențială (selectivă sau nu) coloniile au diametrul de 12 mm, sunt lucioase, convexe, cu nuanță verzui albăstruie și nu virează mediul Pe mediile cu sânge de cal, coloniile sunt rotunde, mici de 1 mm diametru, lucioase, cu margini precise, iar dacă în jur apare hemoliză [3 tulpina aparține speciei H haemolyticus • Haemophilus aegyptius se dezvoltă încet pe geloză șocolat La 48 ore coloniile au diametrul de 0,5 mm, sunt netede, convexe, gri-lucioase și translucide Pe geloză XV semisolidă coloniile au formă de cometă Nu crește pe geloză triptic-soia cu factori X și V, pe care H influenzae se dezvoltă bine 801 • Haemophhilus parainfluenzae formează pe geloză șocolat colonii gălbui, opa z sau gri-albicioase, cu diametrul de 1-2 mm la 24 ore, netede, plate, unele cu margini întregi, altele cu margini dințate, iar altele rugoase și crenelate Pe media 7 transparente coloniile au diametrul de l-2mm, sunt netede, plate, uneori lucioase alteori mate, iar pe mediile cu sânge sunt mici, până la 1 mm diametru, rotunde sa plate Dacă prezintă o hemoliză p în jur, care poate dispărea prin subcultivări, tulpina aparține speciei H parahaemolyticus Pe geloza XV, diferențială sau selectivă coloniile sunt galbene, convexe, rotunde, mate, rar lucioase cu 1-2 mm diametru ? virează mediul din cărămiziu în galben Coloniile acestor specii au o aderență slabi la mediul de cultură și pot fi deplasate intacte pe suprafața acestuia Tulpinile colonii rugoase pot să devină netede prin subcultivare în bulionul XV creștere, este de regulă granulară, cu granule aderente de pereții tubului și cu sedimer : ocazional mediul este tulbure uniform • Haemophilus segnis se dezvoltă încet și slab La 48 ore, pe geloza șocolat coloniile sunt convexe, netede sau granulate, gri-albicioase, opace, cu diametrul a 7 0,5 mm • Haemophilus aphrophilus, H paraphrophilus și H paraphrohaemolyticus a dezvoltă bine în aer cu 10% CO2 Coloniile sunt mici, convexe, granulate, gălbu opace, cu diametrul de 1-1,5 mm Au miros suav, parfumat La cultivarea i; absența CO2, coloniile au mărimi diferite și dau aspectul unei culturi contaminate Pe mediile cu sânge sau factor X în aer cu CO2, H aphrophilus se dezvoltă bir în absența unei surse de factor V, iar H paraphrohaemolyticus crește satelit surse de factor V și produce hemoliză P pe mediul cu sânge în bulion cu factor X pentru H aphrophilus, sau bulion cu factor V, pentru H paraphrophilus și H paraphr: -haemolyticus, creșterea este granulară, aderentă puternic la pereți și cu sediment f r • Haemophilus ducreyi se dezvoltă slab pe majoritatea mediilor Pe geloză șocolat formează, după 72 ore, colonii cu diametrul de până la 0,5 mm, plate netede, gri-lucioase și translucide Frecvent colonii mai mari se interpun între color :, mai mici Se dezvoltă mai bine pe mediile agarizate 30%o cu 20-30% sânge iepure și 5% ser fetal de vițel sau cu Isovitalex incubate în atmosferă cu 102 CO2 la 33-34°C Pe mediul cu sânge coloniile produc hemoliză p După 2-3 zile, coloniile se măresc până la 2 mm diametru, iar centrul devine crateriform Exist: tulpini care pe mediile cu sânge produc un ușor satelitism în jurul striului a stafilococ, dar nu în jurul discurilor cu factor V Tulpinile din colecția Institutul-Pasteur nu produc satelitism 33 1 6 Identificarea preliminară Uzual identificarea preliminară a hemofililor se bazează pe determinarea necesităților de factor V, factor X, factori XV și de CO2 pentru dezvoltare și pe producerea de hemoliză-P pe mediile XV cu sânge de cal, iar pentru H ducreyi cu sânge de iepure Putem utiliza fie medii suplimentate cu factori X și/sau V în momentul condiționării, fie un mediu agarizat de bază în care factorii de creștere difuzează dintr-o sursă definită în prima eventualitate recurgem la geloză din infuzie de cord cu factori X și V (geloza XV), geloză XV cu sânge de cal, geloză X și geloză V sau la bulion iz- 802 fuzie de cord XV, bulion X și bulion V vezi^ Capitolul 39) în a doua eventualitate sunt necesare geloză cu infuzie de cord, geloză cu sânge de cal sau iepure (toate fără factor X și/sau V) și o sursă de factori de creștere: discuri sau benzi cu factor X, V și XV în locul discurilor cu factor V putem utiliza furnizori ai acestui factor, în special Stapylococcus aureus însămânțat în striu sau spot pe aria de etalare a tulpinii de identificat (vezi Capitolul 40 și fig 33-3) Se însămânțează mediile de testare în dublu: o placă pentru incubare în atmosferă obișnuită, a doua în aer cu 5-10% CO2 După 18-24 ore de incubare, la nevoie până la 48-72 ore cu citire zilnică, Fig 33-3 Creșterea satelită a H influenzae față de striul de stafilococ pe geloză cu factor X observă: prezența sau absența culturii pe mediile mono- și bifactoriale; creșterea satelită pe o distanță de 5-10 mm de la furnizorul de factori (fig 33-3 ); producerea de hemoliză [3; necesitatea de CO2 Rezultatele se interpretează conform tabelului 33-1 • Dezvoltarea numai pe mediile XV respectiv satelitism numai în jurul discurilor XV - H influenzae Dacă produce și hemoliză Ș H haemolyticus, iar dacă dezvoltarea caracteristică apare la 48 ore = H aegyptius • Dezvoltarea numai pe mediile XV și V, respectiv satelitismul în jurul discurilor cu acești factori sau a culturii de S aureus = H parainfluenzae Dacă produce și hemoliză Ș = H parahaemolyticus, iar dacă dezvoltarea caracteristică apare după 48-72 ore = H segnis • Dezvoltarea numai în aer cu CO2 pe mediile cu XV și X, respectiv satelitism în jurul discurilor cu acești factori = H aphrophilus, iar dacă produce și hemoliză P = H ducreyi Tabelul 33-1 Identificarea hemofililor pe bază de creștere (satelitism), CO2 și hemoliză P Medii sau discuri cu factori de creșterea Specia de hemofili Aer cu 5-10% CO2 Atmosferă obișnuită X V XV XVsc X V XV XVsc - - 4- + - + 4- H influenzae H aegyptius - - 4- +p - 4- +p H haemolyticus - 4- 4- 4- 4- 4- 4- H parainfluenzae H segnis - 4- 4- +p 4- 4- +p H parahaemolyticus + - 4- 4- - - - H aphrophilus + - 4- +p - - - H ducreyi - 4- + + - - - H paraphrophilus - 4- 4- +p - - - - H paraphrohaemolyticus aSimboluri: + = creștere; - = absența creșterii; +3 = p-hemoliză pozitivă 803 • Dezvoltarea numai în aer cu CO2 pe mediile cu XV și V, respectiv sateli-tism în jurul discurilor cu acești factori sau a culturii de S aureus = H para-phroghilus, iar dacă produce și hemoliză Ș = H păraphrohaemolyticus In mediile lichide, incubate la 37°C în atmosferă obișnuită, după 6 ore se poate aprecia turbiditatea sau granularea mediului, dar incubarea continuă 18-24 ore Prin această metodă nu putem aprecia specia de hemofili, ci numai dependența de factori X, V sau XV Mediile neadiționate cu factor X nu sunt în mod necesar total lipsite de acest factor De asemenea, folosirea unui inocul bogat favorizează transferul de factor: X și V De aici decurg 18-20% false identificări Aproximativ 12% din izolatele meningiene de H influenzae au fost confundate cu H parainfluenzae, care a fost comunicat astfel eronat drept cauză de meningite Pentru evitarea acestor erori KILIAN (1974) a propus utilizarea testului porfirinei, care este întotdeauna negați' pentru hemofilii dependenți de factorul X și XV și pozitiv pentru cei dependenți numai de factorul V Totuși, majoritatea altor specii bacteriene, care nu depind de factorul X, dau reacția negativă, iar unele tulpini sau specii bacteriene dau reacția pozitivă, fără a fi hemofili dependenți de factorul V Testul porfirinei indică în realitate capacitatea bacteriei de a sintetiza din acidul amino-delta levulinic porfo-bilinogen și protoporfirină (vezi Capitolul 40) 33 1 7 Identificarea definitivă Tabelul 33-2 ierarhizează în patru etape caracteristicile metabolice și biochimice necesare pentru identificarea sigură și caracterizarea completă a tulpinilor de Haemophilus Etapa l-a corespunde identificării preliminare: prin determinarea caracteristicilor metabolice identifică orientativ speciile de hemofili izolate de la om (vezi mai sus) în etapa a П-a, pe baza producerii de indol, urează și omitindecarboxilază sunt identificate cele 8 biovaruri de H influenzae și 7 biovaruri de H parainfluenzae, care au importanță epidemiologică în stabilirea filiației îmbolnăvirilor sau stării de „purtători' De asemenea, sunt diferențiate speciile dependente de factorii XV care fermentează xiloza și riboza de speciile dependente de un singur factor, V sau X, care fermentează zaharoza, reduc nitriții, produc H2S și p-galactozidază (ONPG), teste negative pentru primele In același timp se diferențiază H influenzae, xilozo-pozitiv, de H aegyptius, xilozo-negativ; H parainfluenzae și H paraphrophilus, care produc H2S, de H segnis respectiv H aphrophilus, care nu produc Pentru testarea producerii de indol, urează și omitindecarboxilază de către tulpinile de Haemophilus sunt indicate micrometode care nu necesită cultivare Fermentarea zaharurilor este testată în bulion pentru fermentare suplimentat cu extract Fildeș (vezi Capitolul 40) în etapa a Ш-a, testele sunt caracteristice, aproape specifice, pentru o anumită specie de hemofili: hemaglutinarea pentru H aegyptius-, p-glucuronidaza pentru H influenzae-, ubiquinonele pentru H haemolyticus-, a-fucozidaza pentru H paraphrohae-molyticus-, fermentarea rafinozei și inozitolului pentru H aphrophilus-, fermentarea 804 Tabelul 33-2 Diferențierea etapizată a hemofililor Caractere metabolice și biochimice diferențiale ale speciilor de bemofili izolate de la om (adaptare după Kilian, 1984; Zinnemann, 1980) Etape ale identificări Caractere metabolice și biochimice*1 H influenzae H aegyptius H haemolyticus H parainfluenzae H parahaemolyticus 1? 'ș S H paraphrohaemo-lyticus H aphrophilus H ducreyi I Necesitatea de factor X + 4- 4- - - - - 4- 4- Necesitatea de factor V 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- - ALA-» porfirine - - 4- 4- + 4- 4- S - CO2 stimulează creșterea - ■ - - 4- 4- 4- 4- Hemoliză p - 4- - 4- - 4- 4- II Producerea de indol V d V - - Urează V 4- 4- V 4- - 4- Omitin decarboxilază V - V d - - Acid din: D-Riboză 4- (+) + - - 4- - 4- D-Xiloză 4- d - - - D-Fructoză -b s 4- 4- S + 4- 4- Zaharoză - + 4- S + 4- 4- P-Galactozidază (ONPG) - - V d d + d 4- H2S, producerea de V 4- 4- + - 4- 4“ Nitriți, reducerea V 4- 4- V + 4- ND III Acid din: Glicerol b s - d Lactoză 4- 4- D-Manoză + 4- 4- Inozitol - d Melibioză 4- - Melizitoză + - Sorboză 4- - Rafmoză - 4- Trehaloză 4- 4- a-Glucozidază 4- 4- P-Giucuronidază V a-Fucozidază 4- P-Xilozidază d Lizindecarboxilază V V Hemaglutinare d Ubiquinone0 4- Catalază 4- 4- + V d d 4- Fosfatază alcalină 4- 4- + 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- IV ' Acid din D-Glucoză 4- (+) + 4- + s 4- + 4- (d) Gaz din D-Glucoză - (d) V (d) - - 4- 4- - Acid din: D-Galactoză + (+) 4- 4- d s d + - Maltoză +b (+) 4- 4- 4- s 4- 4- 4- - Naftoquinonec +7 +7 4- 4- +7 +6 +6 4- +6 4- Reducerea nitraților 4- 4- 4- + 4- 4- + 4- 4- 4- Oxidaza V + 4- + 4- - 4- 4- - 4- 805 Tabelul 33-2 (continuare) Caractere diferențiale ale biovarurilor de H influenzae și H parainfluenzae (după Taylor et al , 1992; Doem și Chapin, 1987; Sturm, 1986; Brun et al , 1984; Sottnek și Albriton, 1984; Graten, 1983; Oberhofer și Back, 1979; Kilian, 1976) Caractere diferențiale3 Biovaruri de H influenzae Biovaruri de H parainfluenzae I II III IV V VI VII VIII I II III IV V VI VII VIII Indol 4- 4- " - + - 4- - - - - + - + + 4- Urează 4- + + + - + 4- 4- - + - Ornitindecarboxilază + - - 4- + + - - + + - + - 4- - - Nota bene: Reacțiile au fost >90% negative pentru următoarele substrate: arginin dehidroiază CÂMP, D-manitol, D-sorbitol, L-arabinoză, L-ramnoză, celobioză, inulină dulcitol mezo-eritritol, xilitol, esculină, salicină, adonitol, a-galactozidază, |3-glucozidază, Ș-manozidază a Simboluri: + = >90% tulpini pozitive; d = 11-89% tulpini pozitive; - = >90% tulpini negative; ( ) = reacții tardiv pozitive; s = reacții slab pozitive; v = variații în funcție de biovar; ONPG, o-nitrofenil-P-D-galactopiranozid; ALA, acid amino-delta-levulinic b MacFayden și Redfield (1996) dau rezultate pozitive pentru fructoză și glicerol și negative pentru maltoză c Indicele numeric precizează numărul unităților izoprenoid melibiozei, melizitozei sau a sorbozei pentru H paraphrophilus-, fermentarea tardivă a glicerolului pentru Hsegnis și fermentarea D-manozei parțial pentru H parainfluenzae Haemophilus ducreyi nu pozitivează nici un test (substrat) din etapele II și III în etapa a IV-a, testele diferențiază speciile de hemofili de la om de speciile de hemofili de la animale: fosfataza alcalină este negativă pentru H hae-moglobinophilus (de la câini) și H agni (de la miei) sau alte genuri de bacterii; reducerea nitraților este negativă pentru Gardnerella vaginalis sau Cardiobacterium ho-minis Tiparea antigenică a izolatelor Hemofilii au o structură antigenică complexă, heterogenă și de mare diversitate, chiar în cadrul aceleași specii, insuficient cunoscută, cercetată în special la H influenzae și sporadic la H parainfluenzae și H paraphrophilus Astfel, H influenzae posedă antigene polizaharidice capsulare, pe baza cărora au fost descrise serovarurile a, b, c, d, e și f, antigene OMP (outer membrane proteins), antigene LOSs (lipooligozaharidice) și proteine fimbriale 1 Tiparea capsulară a H influenzae poate fi făcută prin reacțiile de umflare a capsulei, imunofluorescență, ELISA, RIA, imunoblot etc (foarte rar folosite), sau prin reacții de contraimunelectroforeză, aglutinare, coaglutinare sau latexaglutinare Dezavantaje ale reacțiilor de aglutinare decurg din existența unor tulpini auto-aglutinabile și din reacțiile încrucișae pe care le dau antigenele capsulare tip a b, c și f, care sunt acizi teichoici Sunt cunoscute reacțiile încrucișate ale serovarului a cu Streptococcus pneumoniae tip 6b, serovarului b cu S pneumoniae tip 6, 15a, 29 și 35a, S pyogenes, Enterococcus faecium, Escherichia coli (Kl), Staphylococcus aureus, S epidermidis, Lactobacillus plantarum, Bacillus alvei, B pumilus și serovarului c cu S pneumoniae tip 11 Principala indicație a tipizării capsulare este identificarea serovarului b invaziv Rolul de markeri epidemiologici al serovarurilor capsulare este relativ Doar tulpi- 806 nile serovarului e posedă două antigene capsulate, el și e2, din care numai o mică parte posedă exclusiv antigenul e2 2 Tiparea prin antigenele OMP poate fi făcută prin electroforeză în gel de poliacrilamidă Constituie baza serotipării tulpinilor de H influenzae necapsulate și a subtipării serovarului b pentru care au fost elaborate 4 scheme ale căror subti-puri variază între 4 și 21 3 Tiparea prin lipooligozaharide se bazează pe marea lor heterogenitate antigenică Poate fi realizată prin Western blot, imunoprecipitare sau imunoradiotestare în gel fiind caracterizate 5 și respectiv 4 serovaruri de H influenzae Mobilitatea electroforetică a LOSs permite subtipări: la serovarul b au fost subscrise 11 subti-puri, iar la serovarurile a, c, d, e, f și la tulpinile netipabile capsular a fost recunoscută o microheteroantigenitate 4 Proteinele fimbriale ale H influenzae sunt prezente atât la tulpinile capsulate, cât și la cele necapsulate Serovarul b prezintă o variație reversibilă de fază: tulpinile nasofaringiene exprimă proteinele fimbriale, HifA, HifB, HifC, HifD și HifE, în timp ce la izolatele din sânge și lichidul cefalorahidian nu In ceea ce privește H ducreyi a fost pus la punct un test care identifică receptorul pentru hemoglobină (HgbA) utilizând anticorpi monoclonali Testul poate fi utilizat pe produse patologice Tiparea și caracterizarea ADN Au fost utilizate analiza ADN cromosomal cu endonucleaze de restricție, hibridarea cu sonde a genelor care codifică ARN ribo-somal, metode de amplificare genică Astfel, fragmentele de ADN cromosomal al H influenzae serovar b, obținute prin Eco RI, au fost identificate cu sonde pentru ADNr 16S și 23S (ribotipizare) fiind stabilită o schemă cu 21 subtipuri Ribotipurile s-au dovedit markeri epidemiologici la fel de valoroși ca tipurile OMP și pentru tulpinile necapsulate de H influenzae sau pentru cele de H parainfluenzae H aphrophilus sau H paraphrophilus Metodele de amplificare genică (e g , amplificarea randomizată a ADN poli-morfic) oferă, de asemenea, valoroși markeri epidemiologici pentru tulpinile necapsulate de H influenzae Stabilirea procentului de molecule G + C în ADN bacterian este folosită în studii genetice Alte metode precum utilizarea sondelor de ADN, amplificarea genică sau identificarea polimerilor din ADN bacterian, sunt rar folosite în prezent datorită costului extrem de mare, a unei sensibilități apropiate de metodele izolării și a utilității reduse pentru clinician 33 1 8 Testarea sensibilității la antibiotice Testarea sensibilității la antibiotice și chimioterapice este necesară In infecțiile grave produse de H influenzae sunt recomandate, până la obținerea rezultatelor, medicamente precum cefotaxima, ceftriaxona, alte cefalosporine de generația a IlI-a în tratamentul acestor infecții se mai pot utiliza cloramfenicolul și ampicilina, sau ampicilina în combinație cu un inhibitor de P-lactamază 807 BIBLIOGRAFIE BRENNER, D J , MAYR, L W et al : Biochemical, genetic and epidemiologie characterisation of Haemophilus influenzae biogroup aegyptius (Haemophilus aegyptius) strains associated with Brazilian purpurie fever, 1998 J Clin Microbiol 26:1524 CAMPOS, J M : Haemophilus In P R Murray, R J Baron, M A Pfaller et al Manual of Clinical Microbiology, 6-th edn, A S:M Press, Washington D C , pp 556-565, 1995 CHAPIN, K C , DOERN, G V : Selective media for recovery of H influenzae from specimens con-taminated with upper respiratory tract microbial flora, 1983 J Clin Microbiol 17:1163 CSUKAS, Z : New selective medium for the isolation of Haemophilus species, 1980 Acta Microbiol Acad Sci Hung 27:141 FERNANDEZ-RODRIGUEZ, A , VASQUEZ, J A , SUAREZ-MIER, M„ et al : Latex agglutination for bacterial antigens and meningococcus PCR; two useful tools in legal sudden death Forensic Sci Int , 6, 13-20, 2005 GHAFFAR, A : Haemophilus în Murray, P R et al (eds) Medical Microbiology, 4-th ed chapter 34, 317-322, 2002 HOVIG, B , AAHDAL, E M : A selective method for isolation of Haemophilus in material from respiratory tract, 1969 Acta Path Microbiol Scand 77:676 KILIAN M : A rapid method for the differentiation of Haemophilus strains The porphyrin test 1974 Acta Path Microbiol Scand Sect В 82:835 KILIAN, M : A taxonomic study of the Genus Haemophilus with the proposal of a new species 1976 J Gen Microbiol 93:9 KILIAN, M : The Genus Haemophilus In M P Starr, H Stolp, H G Triiper et al (eds) The Prokaryotes A Hand-book on Habitats Isolation and Identification of Bacteria, Springer-Verlag Berlin-Heidelberg, pp 1371-1382, 1981 ’’ KILIAN, M , BIBERSTEIN, E L : Haemophilus In N R Krieg, J G Hoit (eds) Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology, 4-th edn, Williams and Wilkins, Baltimore, vol l, pp 558-569, 1984 KUKLINSKA, D , KILIAN, M : Relative proportion of Haemophilus species in the throat of healthy children and adults, 1984, Eur J Clin Micribiol 3:249 LEE HAND, W : Haemophilus Species (Including Chancroid) în Mandell, L G , Bennett, E J (eds) Principles and Practice of Infectious Diseases, 4th ed , 2000 MACFADYEN, L P , REDFIELD, R J : Life in mucus: sugar metabholism in H influenzae 1996 Research Microbiol 147:541 MANNHEIM, W„ HINS, K H , HOLLÂNDER, R et al : Isolierung und Identifizirung von Pasteurellaceae (Haemphilus, Pasteurella, Actinobacillus und verwandte Taxa), 1989 Zbl Bakt 272:87 MIHANCEA, N , TEODORESCU, G , SEFER, M et al : Multifuncțional media set for the bacteriologica! diagnostics of the infections with haemophili, 1985 Arch Roum Path Exp Microbiol 44:5 MIHANCEA, N , POPA, A C , CAPLAN, D : Elaborarea și experimentarea unei truse pentru identificarea și biotiparea rapidă a H influenzae și H parainfluenzae, 1991 Bacteriol Virusol Parazitai Epidemiol 36:43 MIHANCEA, N , SIDEROF, A C , FLORESCU, D P et al : Mediu selectiv și diferențial pentru izolarea și diferențierea H influenzae și H parainfluenzae din produsele biologice umane polimicrobiene 1995 Infomedica 3:37 MIHANCEA, N : Identificarea genului Haemophilus în Buiuc, D , Negut, M (ed ) Tratat de Microbiologie clinica, Editura Medicala, București, 799-810, 1999 OLSEN, I : Recent approaches to the chemotaxonomy of the Actinobacillus-Haemophilus-Pasteurelic: group (Family Pasteurelaceae) 1993 OraLMicrobioUmmunol 8:327 PALMER, G C : Haemophili in faeces, 1981, J Gen Microbiol 14:147 PATTERSON, K , OLSEN, B , THOMAS, C , et al : Development of a rapid immunodiagnosis teși for Haemophilus ducreyi, J Clin Microbiol , 40, 3694-3702, 2002 POPA, M I , BOGDAN, M A , POPA, G L et al : Proiectul Bactro; Testarea sensibilității la antibiotice a tulpinilor de Streptococcus pneumoniae și Haemophilus influenzae, izolate de la pacient: cu infecții ale tractului respirator inferior, material elaborat în cadrul Proiectului de monitorizare a rezistenței bacteriene în România, 1-64, 1998 808 ?OPA, M L: Diagnosticul de laborator în infecțiile produse microorganisme din genul Haemophilus în Diagnosticul de laborator în microbiologie, Editura INFOMEDICA, București, 191-194, 2004 -OPPERT, S , ESSIG, A , STOEHR, B , et al : Rapid diagnosis of bacterial meningitis by real-time PCR and fluorescence in situ hybridization, J Clin Microbiol , 43, 3390-3397, 2005 SLACK, M P E , JORDENS, J Z : Haemophilus In L Colllier, A Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn, Arnold, London, voi 2 pp 1167-1190 TURK, D C : Towards better understanding of Haemophilus influenzae infections, 1984 Abstr Hyg C Dis 59:1 ZINNEMANN, K : Newer knowledge in clasification, taxonomy and pathogenicity of species in the Genus Haemophilus A criticai review, 1980 Zbl Bakt Hyg Abt Orig A 247:248 'Л'НІТЕ, C D et al : Haemophilus ducreyi Outer membrane determinants, including DsrA, Define Two Clonal Populations Infection and Immunity, 73, 2387-2399, 2005 HEALTH PROTECTION AGENCY: Identification of Haemophilus species and the НАСЕК group of organisms National Standard Method, 2004 TODAR'S ONLINE TEXTBOOK OF BACTERIOLOGY: Haemophilus influenzae, 2004 BERGEY'S MANUAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY SECOND EDITION, mai 2004 33 2 IDENTIFICAREA GENULUI GARDNERELLA NICOLAE MIHANCEA (VERONICA ALECU, GEORGETA MIHAI, MIRCEA IOAN POPA) 33 2 1 Minidefiniție Genul Gardnerella reunește bacili subțiri, scurți cu dimensiuni de 0,5/1,5-2,5 tim care pot prezenta pleomorfîsm Sunt gram-negativi sau gram-variabili (cu perete laminat de tip gram-negativ), nesporulați, necapsulați, imobili Sunt pretențioși din punct de vedere nutritiv; catalazo-, oxidazo-, ureazo- și indol negativi, facultativ anaerobi (există și tulpini anaerobe) Metabolizează fermentativ zaharurile, cu formare de acid acetic 33 2 2 Considerații taxonomice Aceaste microorganisme au fost artificial încadrate inițial în genul Haemophilus, ulterior în genul Corynebacterium în anul 1980, Greenwood și Pickett, pe baza structurii lamelare a peretelui bacterian, a compoziției acizilor grași, a hibridizării ADN și respectiv a conținutului de 42-44% G + C m ADN, creează genul Gardnerella cu o singură specie, Gardnerella vaginalis Genul Gardnerella este în prezent afiliat familiei Bifidobacteriaceae Nu au fost puse în evidență înrudiri cu specii din genurile: Actinobacillus, Bifidobacterium, Branhametta, Brevibacterium, Capnocytophaga, Cardiobacterium, Eikenella, Haemophilus, Kingella, Lactobacillus, Moraxella, Neisseria, Oligella, Pasteurella sau Propionibacterium 33 2 3 Habitat și implicații în patologie Gardnerella vaginalis poate fi identificată în flora normală de la nivel vaginal, dar a fost izolată și din vezica urinară (în special la femeile gravide), uretra ante 809 rioară la bărbați, foarte rar din rectul copiilor, bărbaților heterosexuali, din sperma bărbaților cuplurilor sterile și din orofaringe A fost izolată la 14-69% dintre femeile sănătoase (de menționat faptul că la incidența de 69% circa jumătate dintre femeile incluse în lotul de studiu prezentau semne obiective de vaginoză bacteriană) în secreția vaginală a fetelor prepu-bertare și a femeilor virgine nu a fost izolată decât în proporție de 4,2-5,8% Gardnerella vaginalis este considerată un patogen genitourinar, cu rol principal în vaginoza bacteriană și cauză a unor infecții extravaginale: infecții materne și neonatale, infecții ale tractusului urogenital la femei și ale tractusului genital la bărbați, infecții supurative (abcese, plăgi), bacteriemii și septicemii 33 2 4 Caractere microscopice Examinarea microscopică (în preparat umed) a secreției vaginale recoltată de la femei cu vaginoză evidențiază celule epiteliale vaginale scuamoase exfoliate, cu margini neclare și cu un aspect granular datorat aderenței numeroaselor bacterii pe suprafața lor Aceste celule, denumite „clue“, sunt considerate indicatorul cel mai relevant al vaginozei bacteriene (prezența acestor celule în procent de 20% are semnificație diagnostică) Dacă la preparatul umed se adaugă albastru de metilen 0,1%, bacteriile de pe celule se colorează în albastru și G vaginalis poate fi diferențiată de Lactobacillus Fixarea termică a frotiurilor alterează morfologia celulelor Fixarea cu metanol absolut 5-10 minute prezervă morfologia celulelor și leucocitelor Unii autori folosesc pentru recolorare fucsină bazică, pentru a evita supracolorarea, alții folosesc safrani-na Gardnerella vaginalis apare sub formă de cocobacili, bacili subțiri scurți sau mai lungi, izolați sau dispuși în V, perechi sau palisade, gram-negativi sau gram-variabili Aspectul morfotinctorial al G vaginalis din cultură variază după compoziția mediului și vechimea culturii Astfel, în cultura de 24 de ore pe geloză-sânge apare sub formă de cocobacili și bacili mai lungi de 0,4/1-1,5 sau 2-3 pm, nu însă filamente; în cea de pe agar Vaginalis, predomină bacili scurți gram-negativi; pe un mediu cu amidon aspectul este polimorf, bacilii fiind striați și grunjați în hemocultura de 48 ore predomină formele gram-pozitive, ca și din cultura tânără de pe medii cu ser (Loefler sau Roux) în culturile de pe medii cu componente fermen-tabile sau cu fosfat de sodiu, în bacterii apar granule de volutină, care se recolo-rează gram-pozitiv sau metacromatic (roșu-violet) cu albastru de metilen 33 2 5 Caractere de cultivare Mediile folosite pentru izolarea și identifîcaea G vaginalis sunt: PSD (pep-tonă-amidon-dextroză), HBT (human blood bilayer Tween), agar Columbia selectiv, geloză șocolat cu Polivitex, agar amidon, agar amidon ser etc Pe mediul PSD, cultura de G vaginalis apare, la 48 ore, sub formă de colonii alburii, mici până la medii, cu diametrul de 0,5-2 mm, bombate, convexe, uneori conice, cu margini întregi 810 Pe mediul НВТ, la 48 ore, coloniile sunt mici, cu diametrul de 0,3-0,5 mm, rotunde, cu zone de hemoliză clară și margini difuze Deși considerat cel mai eficient mediu, nu inhibă lactobacilii, corinebacteriile și streptococii Pe agar-sânge Columbia selectiv (poate fi utilizat în monostrat sau bistratifi-:at) la 24 ore, coloniile sunt punctiforme, iar la 48 ore au diametrul de 0,5 mm, sont rotunde, opace, netede, cu hemoliză și cu margini difuze Hemoliza este la fel și pe sângele de iepure, foarte slabă sau absentă pe sângele de cal și întotdeauna absentă pe sângele ovin în bulion cu plasmă, zahăr fermentabil și albastru de bromtimol, după 24 ore de incubare aerobă, G vaginalis produce la fundul tubului o opalescență alburie cu schimbarea culorii, care după 48 ore devine galbenă, iar în mediu creșterea este granulară, cu sedimentare rapidă, lăsând supematantul clar Alte medii utilizate pentru G vaginalis sunt mediul de transport, mediul de întreținere, medii pentru fermentarea carbohidraților, medii pentru hidroliza amidonului etc Mediile de bază pentru G vaginalis trebuie să conțină acid folie, acid nicotinic, adenină, biotină, niacină, riboflavină, tiamină, triptofan, baze purinice și pirimidi-nice Nu necesită factorul X (hemina) sau factorul V (NAD), ci numai un factor existent în stroma hematiilor Există diferențe în dezvoltare în funcție de peptona din mediu, de proveniența și tipul de hidroliză a cazeinei Prezența acizilor grași în mediile de cultură are efect toxic, inhibitor Mediile pentru hemocultură nu trebuie să conțină polianetol sulfonat de sodiu Pentru o izolare cât mai bună din secreția vaginală sau din alte produse poli-microbiene sunt utilizate suplimentele formate din 2-3 substanțe selective spre exemplu: acid nalidixic 10-30 pg/ml, amfotericină В 2-5 pg/ml, colistin 10 pg/ml, gentamicină 4 pg/ml mediu Incubarea mediilor însămânțate trebuie făcută la 35°-37°C, deși bacteria se dezvoltă și la 25°C (85% din tulpini), 30°C ori 40°C (100% din tulpini), în atmosferă umedă cu 5-10% CO2 timp de 48 ore, prelungit la 72 ore pentru mediile însămânțate cu produse acide (urina) Pentru tulpinile strict anaerobe (foarte rare) incubarea trebuie făcută în N2 85%, H2 10% și CO2 5% Gardnerella vaginalis poate fi cultivată din prelevate patologice când concentrația ei este de peste 102-103 UFC/ml în secrețiile vaginale cu celule „clue“ ajunge la peste IO6 UFC/ml O cultură negativă de G vaginalis are o valoare predictivă de excludere a vaginozei bacteriene de 0,97 Dar izolarea G vaginalis din secreția vaginală pentru diagnosticul vaginozei bacteriene, nu este recomandată, fiind prea costisitoare fără a fi decivisă (vezi 16 3 2 2 ) 33 2 6 Teste pentru identificare Utilizarea unui singur test de identificare nu este suficientă Trebuie utilizate minimum 3 teste Tabelul 33-3 ierarhizează în patru etape testele de identificare pentru G vaginalis, de la identificarea prezumtivă până la caracterizarea tulpinilor 811 Identificarea prezumtivă se bazează pe: caracterele morfotinctoriale, aspectul coloniilor și hemolizei hematiilor de om sau iepure pe mediile de cultură (96%), absența hemolizei hematiilor ovine (100%), catalaza și oxidaza negative (100%) și hidroliza hipuratului pozitivă (92%) Aceste teste sunt suficiente pentru tulpinile izolate din secreția vaginală, dar nu pentru cele extravaginale, care necesită teste suplimentare Confirmarea se bazează pe următoarele teste: a-glucozidaza pozitivă (100%), P-galactozidaza negativă (100%), hidroliza amidonului pozitivă (100%) sensibilitatea la trimetoprim 5 pg (100%), metronidazol 50 pg (90%) și rezistența la sulfonamidă 1000 pg (100%) Lactobacilii și bacilii corineformi catalazo-negativi neclasificați sunt rezistenți la metronidazol și trimetoprim Corineformii se dezvoltă pe geloza Tabelul 33-3 Gardnerella vaginalis: Caracterele diferențiale etapizate după valoarea diagnostică și caracterizarea tulpinilor (adaptat după Greenwood și Pickett, 1979; Piot et al , 1984, 1985: Taylor-Robinson, 1985; Benito et al , 1986) Etapă diagnostic Test-substrat Rezultat pozitiv (%) Etapă diagnostic Test-substrat Rezultat pozitiv (%) I Colorație Gram Negativ/ IV Fosfataza acidă 93-100 Prezumtiv Variabil Caracterizare Fosfataza alcalină 28-66 Catalaza 0 Fructoza-acid 55-100 Oxidaza 0 a-Galactozidaza 0-45 Hemoliză: Glucoza-acid 54-100 hematii umane 96 Inulina-acid 40 hematii ovine 0 Lactoza-acid 0-31 II Amidon-hidroliza 97-100 Leucinaminopeptidază 93-100 Confirmare a-Glucozidaza 100 Litmus din lapte redus P-Glucozidaza 0 7-60 Hipurat-hidroliza 85-100 a-Manozidaza 10-24 III P-Galactozidaza 22-66 Maltoza-acid 76-100 Biotipare Lipaza 0-87 Manoza-acid 10-84 L-Arabinoza-acid 9-79 Galactoza-acid 31-96 Nitrați Nitriți 0-100 Xiloza-acid 6-84 Rafinoza-acid 0-19 IV Amidon-acid 84-100 Riboza-acid 99-100 Caracterizare Cazeină-hidroliza 0-79 Roșu metil redus 50-100 Cellobioza-acid 0-16 Peroxidaza 0-27 Dextrina-acid 100 Sorboza-acid 0-37 Dextroza-acid 89-100 Trehaloza-acid 4-72 Dulcitol-acid 0-34 Zaharoza-acid 10-80 Esteraze C4 21-100 G + C în ADN 42-44 Nota bene: Rezultate pozitive de 0-3% au fost obținute cu: arbutină, acid fenil-piruvic, argini-nă, cistin-amino-peptidază, esculină, a-fucozidază, p-glucuronidază, gelatină, glicerol gluconat, hidrogen sulfurat, indol, inozitol, lecitinază lizină, melibioză, melizitoză omitină, ramnoză, sorbitol, telurit, tributerină, Tween 80, urează, valin amino-pep-tidază, Voges-Proskauer, iar cu D-arabinoză 5%, adonitol 7%, manitol și salicină 9% 812 nutritivă, medii cu 2% NaCI, iar pe mediile cu sânge hemoliză, dacă o produc, este slabă, spălăcită Biotiparea poate fi folosită în investigația epidemiologică Bazat pe producerea de lipază, P-galactozidază și hidroliza hipuratului de sodiu, au fast definite 8 biovaruri de G vaginalis', caracterizând suplimentar tulpinile prin fermentarea arabinozei, galactozei (cu rezultate identice - una din ele poate fi eliminată) și xilozei, schema a fost extinsă la 17 biovaruri (tabel 33-4 ) Tabelul 33-4 Biotipurile de Gardnerella vaginalis (adaptat după Piot et al , 1984; Benito et al , 1986) Teste/ Substrate Biotipuri Piot et al 1984 1 2 3 4 5 6 7 8 Lipază + 4- 4- 4- - - - - Hipurat 4- 4- - - 4- 4- - - ONPG 4- - - 4- ; - 4- - 4- Arabinoză 4- 4- - - - - | 4- 4- - 4-4-4- 4- - - - * - Xiloză 4- - 4- - - 4- | 4- - - - 4- 4- - - 4- - - Ia Ib Ic Id Ha Ilb |IIc Ud IValVb IVc lila Illb IIIc TlId Hal IVal Biotipuri Benito et al , 1986 * Autorii nu găsesc tulpini ale biotipurilor 6 și 8 De la 14% din femei au fost izolate mai multe biovaruri Biovarurile lipazo-pozitive (1-4) au fost izolate de la 41% din femeile cu vaginoză și există diferențe în frecvența lor în raport cu condițiile izolării (bolnav versus sănătos), zona geografică, substratul de testare a lipazei Caracterizarea tulpinilor prin alte teste decât cele prezumtive și de confirmare (tabelul 33-3 ) este justificată numai în laboratoarele de referință pentru identificarea tulpinilor extravaginale, definirea biovarurilor și, eventual, identificarea unor noi specii de Gardnerella, Utilizarea sondelor nucleotidice are o sensibilitate și specificitate foarte ridicată, însă nu poate intra în practică datorită costurilor 33 2 7 Testarea sensibilității la antibiotice Testarea sensibilității la antibiotice este realizată numai în scop de cercetare Studiile efectuate până în prezent (studii de laborator și studii clinice) arată că tratamentul vaginozei se poate face cu metronidazol administrat pe cale orală sau cu preparate topice incluzând clindamicină (2%) sau metronidazol (0,75%) BIBLIOGRAFIE AGARVAL, M DIXON, R A , - A studs to detect Gardnerella vaginalis DNA in intestitial cystitis B J U , 9, 868-870, 2001 813 AMAYA, R A , AL-DOSSARY, F , DEMMLER, G J , - Gardnerella vaginalis bacteriemia in a premature neonate, J Perinatol , 7, 585-587, 2002 AROUTCHEVA A A , SIMOES, J A , BEHBAKHT, K„ FARO, S , - Gardnerella vaginalis isolated from patients with bacterial vaginosis and from patients with healthy vaginal ecosystems, Clin Infect Dis , 7, 1022-1027, 2001 BARTLEY, D L , MORGAN, L , RIMSZA, M E : Gardnerella vaginalis in prepubertal girls 1987 Am J sis Childdren 141: 1014 BENITO, R , VAZQUEZ, J A:, BERRON, S et al : A modified scheme for biotyping G vaginalis 1986 J Med Microbiol 21:357 BRISELDEN, A M , HILLIER, S L : Longitudinal study of the biotypes of G vaginalis 1990 J Clin Microbiol 28:2761 CĂTĂLIN, W B : Gardnerella vaginalis: Characteristics, clinical considerations and controversies 1992, Clin Microbiol Rev 5:213 GREENWOOD, J R , PICKETT, M J : Salient featurres of Haemophilus vaginalis 1979 J Clin Microbiol 9:200 GREENWOOD, J R , PICKETT, M J : Transfer of Haemophilus vaginalis Gardner and Dukes to a nev Genus, Gardnerella-, G vaginalis (Gardner and Dukes) comb nov , 1980 Int J Syst Bacteriol 30:170 GREENWOOD, J R , PICKETT, M J : Genus Gardnerella In N R Krieg, J G Hoit (eds) Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 4-th edn, Wiliams and Wilkins, Baltimore vol l, pp 558569, 1984 HANSEN, E A, et al : Gardnerella eMedicine, 2004 ISON, C A , EASMON, C S F : Carriage of G vaginalis and anaerobes in semen, 1985 Genitourir Med 61:120 JOHNSON, A P , DAVIES, H A : Demonstration by electron microscopy of pili on G vaginalis 198-, Br J Vener Dis 60:396 LAM, M H , BIRCH, D F , FAIRLEY, K F : Prevalence of G vaginalis in the urinary tract, 1988 J Clin Microbiol 26: ИЗО MIHANCEA, N : Identificarea genului Gardnerella în Buiuc D , Neguț, M (ed ) Tratat de micro-biologie clinică, Editura Medicală, 1999 NUGENT, R P , KROHN, M A , HILLIER, S L : Reliability of diagnosing bacterial vaginosis is improved by a standardized method of Gram stain interpretation, 1991 J Clin Microbiol 29:29” PIOT, P , VANDYCK, E PEETERS, M et al : Biotypes of G vaginalis, 1984, J Clin Microbio 20:677 SPIEGEL, C A : Mobiluncus, Gardnerella, Veillonella In L Collier, A Balows M Susman (eds Toplex and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn, Amold, London, voi 2 pp 511-513, 1998 л SPIEGEL, C A : Gardnerella vaginalis and Mobiluncus species In Mandell, L G , Bennett, E J (eds Principles and Practice of Infectious Diseases, 5th ed , Churchill Livingstone, 2383-2386 2005 TAYLOR-ROBINSON, D : The bacteriology of G vaginalis 1985 Scand , J Urol Nephrol S86:4i BERGEY'S MANUAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY, SECOND EDITION, mai 2004 33 3 IDENTIFICAREA GENULUI BORDETELLA (GEORGETA MIHAI, VERONICA ALECU, MIRCEA IOAN POPA) 33 3 1 Minidefmiție Genul Bordetella reunește cocobacili gram-negativi așezați predominant izolat, perechi sau rareori lanțuri scurte; imobili (patru specii) sau mobili (cinci specii i cu flageli peritrichi, nesporulați Germenii acestui gen sunt foarte pretențioși nutritiv, strict aerobi; au metabolism respirator niciodată fermentativ și în general sun: inactivi metabolic Conțin 60,2-69,5% G+C în ADN 814 33 3 2 Considerații taxonomice Genul Bordetella face parte din familia Alcaligenaceae în prezent sunt cunoscute nouă specii de Bordetella: B pertussis, B parapertussis, B bronchiseptica, B avium, B hinzii, B holmesii, B petrii, B trematum și B ansorpii Primele 3 specii sunt strâns înrudite genetic, încât au fost considerate subtipuri ale unei unice specii genomice, celelalte sunt specii bine individualizate în plan genetic 33 3 3 Habitat și implicații în patologie Bordetelele sunt microorganisme strict parazite ale omului și ale unor animale cu sânge cald având tropism pentru epiteliul respirator Fac excepție speciile B holmesii izolată din hemoculturi de la pacienți cu imunodeficiență (1995), B trematum izolată din plăgi și infecții auriculare la om (1996), B petrii izolată dintr-o stație de epurare (2001) dar ulterior și de la subiecți umani (2005) și B ansorpii izolată din secreția purulentă recoltată de la un pacient care prezenta un chist epidermic (2005) Bordetella pertussis și B parapertussis sunt agenți infecțioși specific umani B bronchiseptica a fost izolată de la animale și păsări (câini, pisici, porci, cai, iepuri, cobai, șobolani, șoareci, curcani) și ocazional de la maimuțe sau om B avium (1984) și B hinzii (1995) au fost izolate de la curcani și alte păsări Patru specii, B pertussis, B parapertussis, B bronchiseptica și B avium produc citotoxină traheală, toxină dermonecrotică termolabilă și prezintă pili, care le asigură patogenitatea la nivelul tractusului respirator al speciilor gazdă La echipamentul de patogenitate al B pertussis, B parapertussis și B bronchi-septica se adaugă o adenilat ciclază calmodulin dependentă (factor antifagocitar și de permeabilizare a mucoasei respiratorii pentru alte toxine), hemaglutinină filamen-toasă (adezină) și pertactina (factor de adeziune și invazie a celulelor respiratorii) Invazia și supraviețuirea acestor specii la nivelul epiteliului respirator precum și intra-fagocitar poate explica evoluția trenantă a infecției și/sau evoluția către starea „dor-mantă“ a agentului infecțios B pertussis este singura specie care produce toxina pertussis (PT) și factorul de colonizare a traheei Toxina pertussis este o exotoxină bacteriană tip A-B, de natură proteică, care mediază atât colonizarea cât și stadiul toxemic al bolii Este alcătuită din două componente: domeniul A (monomer) responsabil de activitatea enzimatică și domeniul В (oligomer) responsabil de atașarea toxinei la celula țintă Subunitatea A se leagă de proteina Gi de la nivelul membranei celulare, o inhibă și rezultă o stimulare a adenilatciclazei și respectiv o creștere a sintezei de AMPc Efectele sistemice ale toxinei pertussis includ limfocitoza, reducerea activității leu-cocitelor și macrofagelor și alterarea activităților hormonale care sunt legate de AMPc, cum ar fi creșterea producerii de insulina (cu efect hipoglicemiant) și creșterea sensibilității la histamină (cu efect de creștere a permeabilității capilare, hipotensiune și șoc) Toxina pertussis este sintetizată numai de B pertussis; B parapertussis și B bronchiseptica posedă gene inactive pentru toxina pertussis 815 Dotată cu cel mai complex și agresiv echipament de patogenitate, B pertussis produce tușea convulsivă, boală specifică omului în anul 2004 au fost înregistrate în România 231 de cazuri de tuse convulsivă, cu o incidență de 1,06 4/m Sindroame asemănătoare, dar mai benigne, produce B parapertussis Bordetella bronchiseptica determină rinite atrofice și bronhopneumonii la porci și a fost rareori izolată de la pacienți cu imunodeficiențe B avium produce coriza curcanilor La pacienții imunocompromiși, mai ales prin infecție HIV, sunt semnalate izolări de B pertussis, B bronchiseptica și B hinzii prin hemoculturi 33 3 4 Caractere de cultivare Cel mai indicat tip de prelevat pentru diagnosticul bacteriologic al tusei convulsive este aspiratul nasofaringian Acesta se obține utilizând un cateter French nr 8, conectat la un sistem de aspirație; cateterul se inserează blând prin narine în nasofaringele posterior de unde exsudatul este colectat într-un container steril de plastic Altă metodă de recoltare utilizează tamponul nasofaringian din Dacron, cu tija flexibilă, introdus pemazal și ținut 10-30 secunde (pentru a induce tușea), în nasofaringele posterior Obținerea prelevatului prin cele două metode este recomandabil să se facă în unități spitalicești, cu personal instruit și cu existența unui sistem de resuscitare Nu se utilizează tampoane din bumbac, ce acționează ca inhibitor pentru Bordetella Metoda „plăcilor tușite" nu mai este recomadată Prelevatele trebuie transportate la laborator și procesate cât mai curând posibil; se recomandă inocularea plăcilor la patul bolnavului sau dacă nu, transportul probelor într-un mediu de transport ce conține cărbune (Regan-Lowe sau mediul universal Amies etc) Bordetelele sunt strict aerobe și cultivă la 35-37°C Cea mai pretențioasă specie este B pertussis, greu de izolat și cultivat datorită exigențelor sale de creștere Necesită medii îmbogățite care să conțină săruri, aminoacizi, nicotinamidă, cărbune, sânge defibrinat de cal sau oaie; la izolare se utilizează medii selective de preferat cu cefalexina Mediul Regan-Lowe sau mediul Bordet-Gengou proaspăt, sunt mediile recomandate pentru izolare Mediul Regan-Lowe semisolid este utilizat ca mediu de transport Mediul Bordet-Gengou, se prepară din cartofi cu conținut mare de amidon (necesar neutralizării inhibitorilor), glicerol ca agent stabilizator și agar; la utilizare i se adaugă circa 25% sânge defibrinat de oaie Mediul Regan-Lowe conține cărbune și este suplimentat cu 10% sânge de cal permițând o creștere mai rapidă și mai abundentă a bordetelelor (față de mediul cu sânge de oaie) Mediul Regan-Lowe are și avantajul unei eficacități mai îndelungate (4-8 săptămâni) față de mediul Bordet-Gengou (1-7 zile) Există și formule modificate ale mediului Regan-Lowe, ca de exemplu, mediile Jones-Kendrick, Stainer-Scholte, care pot fi, de asemenea, utilizate la izolare Mediile utilizate pentru a cultiva B pertussis pot fi folosite și pentru alte specii de Bordetella, deși acestea cresc și pe medii care conțin peptonă, ca de exemplu agarul tripticază-soia sau Mac Conkey (tabel 33-5) 816 Tabelul 33-5 Caractere metabolice și biochimice pentru identificarea speciilor de Bordetella Caractere (a) B pertussiss B parapertussis B bronchiseptica B avium B hinzii B holmesii B trema- tum B petrii Creșterea pe: Agar Border-Gwngou (zile) 3-6 1-3 1-2 2 2 2 Agar Regan-Lowe (zii 3-6 2-3 1-2 1-2 2 2 Agar Mac Conkey - + + '+ + - + + Agar cu peptonă: - creșterea -pigment brun - + + + + 4 - + - - - - Hemoliză + + V V - - Mobilitate - - + + + - + - Prezență fimbrii + + + + + Catalaza v(b) + + + + + + Oxidaza + - + +’ + - - + Asimilarea citratului - V + V 4- - Reducere nitraților în nitriți + c - V - Ureaza - +(24 ore) +(4 ore) - V - - - a Simboluri: + = >90% din tulpini pozitive; v = 11-89% din tulpini pozitive; - = >90% din tulpini negative; ? = rezultat necunoscut b 70% din tulpini pozitive c Test pozitiv în mediu cu ser sangvin Rata de izolare a B pertussis este semnificativ crescută dacă prelevatele sunt obținute în stadiul cataral al bolii (primele 2 săptămâni), înainte de aplicarea antibiote-rapiei în lipsa acesteia, izolarea poate fi posibilă chiar și la 3 luni de la debutul infecției Cultivarea se face în atmosferă umedă la 35°-37°C, timp de 3-7 zile cu examinare zilnică din ziua a doua de incubare Pe mediul Bordet-Gengou, B pertussis formează colonii foarte mici, convexe, ușor transparente, cu strălucire metalică; în lumina oblic transmisă apar ca picăturile de mercur sau ca jumătăți de perle; sunt foarte aderente și înconjurate de o zonă de hemoliză difuză, vizibilă mai ales când sunt confluente După 5-6 zile, coloniile pot atinge 2-3 mm în diametru Pe mediul Regan-Lowe, coloniile de B pertussis apar mici, convexe, strălucitoare, cu opalescență perlată Bordetella parapertussis se izolează numai pe mediul Bordet-Gengou, dar ulterior poate fî cultivată și pe medii uzuale Pe mediul Bordet-Gengou formează colonii asemănătoare cu cele de B pertussis, dar care cresc mai repede și brunifică mediul B bronchiseptica se izolează numai pe medii care conțin sânge, dar ulterior cultivă și în absența acestuia Crește mai repede (24 de ore) și mai abundent, iar coloniile sunt mari și cenușii 817 Coloniile de В holmesii, pe agar infuzie de cord cu sânge de iepure, sunt mici, semiopace, convexe și rotunde, cu marginile întregi Pe mediile agarizate care conțin peptonă sau tirozină, coloniile de B parapertussis și B holmesii produc în jurul lor o zonă de pigmentare brună Bordetella hinzii produce unul din două tipuri de colonii Pe agar-tripticază soia, după 48 de ore de incubare la 37°C, în aer cu 5% CO2, unele tulpini formează colonii cu diametrul de 2 mm, rotunde, bombate, strălucitoare, cenușii; altele formează colonii plate, uscate, încrețite, cu diametrul de până la 5 mm Pe agarul Columbia cu 7% sânge bovin sau pe agar cu infuzie din came de vițel, B avium produce și ea două tipuri de colonii După 24 de ore de incubare aerobă la 37°C, unele colonii au 1 mm diametru, sunt perlate, strălucitoare, cu marginile întregi, iar altele sunt mai mari, cu suprafața umedă, netede Aceste aspecte ale coloniilor sunt în general stabile pentru o tulpină dată Numai puține tulpini disociază, cu formarea celor două tipuri de colonii, în aceeași cultură Mediile de izolare a bordetelelor devin selective prin suplimentare cu meticilină (2,5 /zg/ml) sau cefalexină (40 //g/ml) pentru inhibarea contaminanților gram-pozitivi din exsudatele respiratorii Contaminarea fungică poate fi prevenită prin suplimentarea mediilor de izolare și cu amfotericină В (2 ^g/ml) Este recomandat ca însămânțarea prelevatelor să fie făcută atât pe medii selective, cât și neselective, deoarece unele tulpini de Bordetella pot fi inhibate de agentul selectiv și se dezvoltă mai greu 33 3 5 Caractere microscopice Bordetelele sunt cocobacili gram-negativi, cu dimensiuni cuprinse între 0,2-0,5 pm grosime / 0,5-1 pm lungime, dispuși izolați sau în perechi, rareori în lanțuri scurte, cu tendință să devină pleomorfî, filamentoși sau baciliari, prin subcultivare Bordetella parapertussis, B bronchiseptica și B petrii au aspect mai alungit, baciliar Se colorează bipolar și în general palid Sunt mai bine observați după prelungirea până la 2 minute a recolorării cu fucsină bazică sau safranină Colorarea cu albastru de tolu-idină poate evidenția o metacromazie bipolară In primoculturi posedă capsulă care poate fi pusă în evidență numai prin colorații speciale Utilizarea tehnicii de imuno-fluorescență directă, pe produsul patologic, poate fi utilă în diagnosticul tusei convulsive 33 3 6 Identificarea preliminară Coloniile suspecte de pe mediul de izolare se repică, în sectoare, pe agar Regan-Lowe sau agar Bordet-Gengou pentru a obține cultura pură necesară identificării 818 Se verifică pe rând caracterele morfotinctoriale ale izolatelor, creșterea pe mediile Regan-Lowe sau Bordet-Gengou și pe agar cu peptonă (agar Mac Conkey, egar-sânge) Rezultatele se interpretează conform datelor prezentate mai sus și respectiv tabelului 33-5 Identificarea B pertussis se poate realiza pe frotiuri colorate prin imunofluorescență directă 33 3 7 Identificarea definitivă Dacă rezultatele testelor preliminare întăresc suspiciunea prezenței unui microorganism din genul Bordetella, se procedează la testări suplimentare: mobilitatea, catalaza, oxidaza, utilizarea citratului, reducerea nitraților, ureaza, pentru identificarea speciei (tabel 33-5) Reacția de aglutinare pe lamă cu seruri anti-B pertussis, anti-B parapertussis confirmă identitatea izolatelor și identifică serovarurile de B pertussis ca markeri epidemiologici Din cele 14 aglutinogene identificate la B pertussis, B parapertussis și B bronchiseptica, aglutinogenele 1-6 sunt specifice pentru B pertussis agentul etiologic major al tusei convulsive Serovarurile circulante de B pertussis sunt definite prin următoarele grupări de aglutinogene: 1,2,3; 1,2; 1,3 și 1 33 3 8 Sensibilitatea la antibiotice Testarea sensibilității la antibiotice și chimioterapice se realizează în special la nivelul centrelor de referință și în scopul supravegherii apariției rezistenței la anumite produse medicamentoase Bordetella pertussis este de regulă sensibilă la eritromicină (și alte macrolide) precum și la trimetoprim-sulfametoxazol 33 3 9 Metode neconvenționale de identificare Bordetella pertussis poate fi identificată rapid, direct în prelevatul patologic prin metode neconvenționale care însă, din mai multe motive, nu se pot substitui metodei clasice de izolare • Colorația fluorescentă cu imunoconjugate anti-В pertussis și anti-B parapertussis a frotiurilor din secreția nasofaringiană este posibilă, dar sensibilitatea metodei este redusă, iar specificitatea grevată de reacții încrucișate și experiența personalului • Detectarea adenilat ciclazei prin activitatea enzimatică și a toxinei pertussis prin efectul citotoxic ori imunoteste direct în prelevatul patologic, eventual după îmbogățire, sunt promițătoare, dar nu au intrat în practică 819 • Sondele de acizi nucleici sau amplificarea genică cu amorse specifice genei PT, genei ACT sau vizând secvențe de inserție specifice de specie sunt atractive prin sensibilitate și specificitate, dar nu sunt standardizate și nu satisfac încă relația cost-beneficiu particulară microbiologici clinice • Tehnica de amplificare genetică (PCR) este utilă în diagnostic atunci când pacienții au început deja un tratament cu antibiotice BIBLIOGRAFIE ANDREESCU, V : Genul Bordetella In V Bâlbâe, N Pozsgi (editori) Bacteriologie Medicală Editura Medicală, București, pp 134-145 BARON, J E:, FINEGOLD, S M : Genus Bordetella In Bailey and Scott’s Diagnostic Microbiology, 8-th edn, C V Mosby Со, Saint louis, pp 412-415, 1990 BISGARD, K et al : Pertussis VPD Surveillance Manual, 3rd Edition, 2002 EUSEBY, J P : Bordetella petrii In Dictionnairie de Bacteriologie Veterinaire, 2001 GHAFFAR, A : Bordetella în Murray, P R et al (eds) Medical Microbiology, 4th ed , chapter 33 305-309, 2003 ' GERLACH, G Et al : Evolutionary trends in the genus Bordetella Microbes and Infection 3, 6172, 2001 HEWLETT, L E , Bordetella species In Mandell, Douglas and Bennett's Principles and Practice of Infectious Diseases, 5th edition, Churchill Livingstone, voi 2, 2414-2421 KONEMAN, E W , ALLEN, S D JANDA, W M et al : Color Atlas and Textbook Diagnostic Microbiology, 5-th edn, J B Lippincott Со, Philadelphia, pp 4223-4231, 1997 КО, K S , PECK, K„ OH, W S LEE, N J , SONG, J H New species of Bordetella, Bordetella ansorpii sp nov , isolated from the purulent exudate of an epidermal cyst J Clin Microbiol 5 , 2516-2519, 2005 MASTRANTONIO, P„ STEFANELLI, P„ GIULIANO, M : Polymerase Chain reaction for the detection of Bordetella pertussis in clinical nasopharyngeal aspirates 1996 J Med Microbiol 44:261 MIHAI, G , ALECU, V : Identificarea genului Bordetella în Buiuc, D , Neguț, M (editori) Tratat de Microbiologie clinică, Editura Medicală, București, 815-819, 1999 PARTON, R : Bordetella In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn, Amold, London, voi 2, pp 901-918, 1998 PITTMAN, M : Genus Bordetella In N R Krieg, J G Hoit (eds) Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 9-th edn, Williams and Wilkins, Baltimore, voi 1, pp 388-393, 1984 POPA, M I : Diagnosticul de laborator în infecțiile produse de microorganisme din genul Bordetella în Diagnosticul de laborator în microbiologie, Editura INFOMEDICA, București, 195-197, 2004 YEH, S : Pertussis: persistent pathogen, imperfect vaccines Vaccines 2(1), 113-127, 2003 HEALTH PROTECTION AGENCY: Investigation of specimens for Bordetella species, 2004 SLACK, M : Gram-negative coccobacilli în Cohen, J , Powderly, W G , (eds) Infectious Diseases, 2nd ed , chapter 231, 2243-2245, 2004 TODAR'S ONLINE TEXTBOOK OF BACTERIOLOGY: Bordetella pertussis and Wooping Cough 2004 BERGEY’S MANUAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY, SECOND EDITION, mai 2004 820 33 4 IDENTIFICAREA GENULUI LEGIONELLA (OLIVIA VIZITIU, MIRCEA IOAN POPA) 33 4 1 Minidefiniție Legionelele sunt bacili mici, ocazional cu forme filamentoase Fixează deficitar coloranții de anilină Peretele lor de tip gram-negativ este bogat în acizi grași ramificați și ubiquinone Sunt nesporulați, uzual mobili prin unul sau mai mulți flageli subpolari, aerobi Cultivă numai pe medii suplimentate cu L-cisteină și săruri de fier Sunt catalazo-pozitivi și oxidazo-negativi sau slab pozitivi; inactivi asupra carbohidraților Nu reduc nitrații 33 4 2 Considerații taxonomice Legionelele au devenit cunoscute din anul 1976 când McDade și colaboratorii au izolat și caracterizat prima specie, Legionella pneumophila Sunt reunite în Familia Legionellaceae cu un singur gen, Legionella, care în prezent cuprinde 48 de specii și 70 de serogrupe Legionella pneumophila, specia tip a genului, are trei subspecii: pneumophila, pascullei și fraseeri 33 4 3 Habitat și implicații în patologie Habitatul natural al legionelelor sunt sursele și rezervoarele naturale sau artificiale de apă unde stabilesc relații complexe cu microbiocenozele proprii acestor bio-topuri: • Cianobacteriile, flavobacteriile și alegele verzi le furnizează nutrienți • Protozoarele, amoebe și ciliate, le ingeră și, la temperaturi de 35-40°C, chiar în medii acvatice sărace, devin gazde de amplificare Mai mult, prin formele lor chis-tice le mențin viabile și virulente în aerosoli Au fost izolate și din noroi, nămol sau apa de ploaie, dar niciodată din sol și pulberi Legionelele produc mari cantități de glicocalix care le favorizează persistența și acumularea în tuburi și conducte de cauciuc, chiar siliconate Suprafețele de oțel inoxidabil și cupru le sunt mai puțin favorabile, dar fierul, zincul și aluminiul le favorizează creșterea în apa distilată supraviețuiesc până la un an Sunt transmise prin aerosoli produși prin instalațiile de condiționare a aerului, nebulizatoare, ploaie Din totalul speciilor cunoscute, 14 specii au fost izolate de la om și din mediul ambiant, 7 numai de la bolnavi (tabelul 33-6), iar celelalte numai din mediul extern Receptivitatea la infecția aerogenă cu legionele este mai mare și evoluția îmbolnăvirilor mai gravă după vârsta de 50 ani și la imunosupresați Soluțiile de continuitate, inclusiv plăgile operatorii, în contact cu apa contaminată pot fi poartă de intrare pentru legionele 821 Tabelul 33-6 Speciile de Legionella patogene pentru oma; principalele caractere fenotemice Specia Serogrupe Izolări: Din mediu Oxidaza Mobilitate УЯ a e •? ax Autofluorescență 1 | Pigment brun 1 Hipurat hidroliza Gelatină lichefierea De la om L pneumophila^ subsp pneumophila subsp fraseri subsp pascullei 14 Da Da V 4- + 4- 4" ■ 4- L anisd0 1 Da Da 4- + + AA(v) 4- 4- L birminghamensis 1 Da Nu V + 4- GV - ■f L bozemanii 2 Da Da V V AA 4- 4- L cincinnatiensis 1 Da Nu + + - - + 4- L dumoffii 1 Da Da - + + AA V 4- L feeleii"' ' 2 Da Da - + - 4"c V - L gonnanii 1 Da Da - 4- 4- AA + + L hackeliae 2 Da Nu + 4 + - + + L israelensis 1 Da Da - + + + +c L jordanis 1 Da Da 4- 4" 4- - 4* 4- L lansingensis 1 Da Nu + + - - - L longbeachae 2 Da Nu + + V - 4" 4- L maceachernii 1 Da Da 4- + - 4- 4- L micdadefi 1 Da Da 4- 4 - - - L oakridgensis 1 Da Da - +c 4* 4- L pari sie nsis 1 Da Da + + + AA 4“ 4- L sainthelensi 2 Da Da 4- 4- 4- - 4* 4- L Tucsoniensis 1 Da Nu - + + AA - + L wadsworthii 1 Da Nu - + + - 4* a Toate tulpinile speciilor menționate sunt catalazo-pozitive (L hacketiae este slab pozitivă), nu reduc nitrații, nu cresc pe agar-sânge nesuplimentat (cu excepția tulpinilor de L oakridgensis adaptate în laborator), nu cresc pe agar BCYE fără L-cisteină b L pneumophila, L micdadei, L feeleii și L anisia determină febra de Pontiac c Unele tulpini sunt numai slab pozitive v = variabil; AA = fluorescență alb-albastră; GV = fluorescentă galben-verde Deși numărul speciilor izolate de la om a ajuns la 20, principalele specii patogene sunt: L pneumophila prin serogrupul 1 (peste 60% din infecții), serogrupul 6 (circa 10%), alte serogrupe (20%) și L micdadei (5%) Legionelele determină infecții respiratorii cu pneumonie (boala legionarilor) sau fără pneumonie (febra de Pontiac) și, mai rar, pericardite, abcese la nivelul puncțiilor pentru hemodializă, peritonite, infecții ale plăgilor După vindecarea clinică pot persista infecții latente 822 33 4 4 Obținerea culturii pure Mediul de elecție pentru izolaea legioneleleor este agarul BCYE a (Buffered Charcoal Yeast Extract a-ketoglutarat), care prin cărbunele activat previne oxidarea fotochimică a principalei surse de nutrienți, extractul de levură, iar prin conținutul în L-cisteină, pirofosfat feric și a-ketoglutarat stimulează creșterea (vezi Capitolul 39) Incorporarea în mediu a 1% serumalbumină bovină ameliorează rata izolării legionelelor din prelevate patologice, iar a 0,3% glicină este benefică pentru izolările din probele de mediu Mediul BCYEa difazic este indicat pentru hemoculturi Izolarea legionelelor din prelevate pluricontaminate este ameliorată prin una din următoarele 3 metode: (i) Adiția la agarul BCYEa a unor suplimente selective ca polimixină В 80 UI/ ml, anisomicină 80 pg/ml și cefamandol 5 pg/ml sau vancomicină 1 pg/ml Diferite suplimente selective sunt comercializate (ex suplimentele Oxid BMPA, MWY GVPC) Cefalosporinele pot inhiba unele tulpini de Legionella', de aceea este preferată vancomicină (ii) încălzirea în baie de apă: 3 minute la 60°C (prelevatele de la pacienți) sau 30 minute la 50°C (probele de mediu) (iii) Acidifierea probelor: pH 2,0 până la 2,2 prin adiție de tampon acid (HC1 0,2 M 3,9 ml, KC1 0,2 M 25 ml cu ajustare la pH 2,2 cu KOH IN) Se adaugă la 1 volum de probă 9 volume tampon, se agită pentru omogenizare, se lasă 5 minute și se neutralizează la pH 7,0 cu KOH 0,1 N încălzirea și pretratarea cu acid a probelor nu trebuie combinate Probele de apă trebuie să fie îmbogățite fie prin centrifugare 10 minute la 6000 x g, fie prin filtrare urmată de suspensionarea bacteriilor prin agitarea membranei filtrante pe agitator (ex Vortex) în 10-20 ml apă distilată sterilă Se epuizează 0,1 ml prelevat pe o placă cu agar BCYE a și una cu agar-sânge, ca mediu de control pe care legionelele nu se dezvoltă Dacă se utilizează un mediu selectiv (în special dacă este inclusă o cefalosporină), este necesară și epuizarea probei pe un mediu de elecție pentru a nu se pierde tulpinile sensibile la acest antibiotic 33 4 5 Caractere de cultivare Legionelele sunt bacterii aerobe Concentrații de 2,5-5% CO2 le stimulează creșterea (singura specie carboxifilă este L germanii) Cresc optim la pH 6,9 Cultivarea este decisivă în obținerea unui diagnostic definitiv Cultura apare după 48 de ore de incubare la 35-37°C; rar, numai din probele cu mare densitate microbiană, poate fi observată după 24 ore Inițial coloniile sunt punctiforme și pot fi observate numai la stereomicroscop, mai ales în ariile cu creștere confluentă După 3-5 zile coloniile devin vizibile cu ochiul liber și ating circa 1 mm diametru, iar după o săptămână 3-4 mm Coloniile sunt rotunde, cu margini întregi, convexe, strălucitoare, gri-verzui, au o opalescență pătată, reticulară, care le dă aspectul fațetei de sticlă tăiată Sunt 823 consistente și dificil de prelevat cu ansa pentru repicare Când sunt tinere prezintă, la iluminare oblică, iridescență roz sau albastră-verzuie în culturile vechi iridescența diminuă, creșterea capătă un aspect alb-cenușiu de sticlă pisată și se disociază în colonii mari și colonii mici, iar diferențierea de coloniile altor bacterii devine dificilă 33 4 6 Caractere microscopice Legionelele sunt bacili gram-negativi, polimorfi, de 0,3-0,9 //m grosime/1,5-5 ;/m lungime, palid colorați, cu capetele ascuțite Prelungirea recolorării la 3-5 minute, de preferat cu fucsină bazică, ameliorează într-o oarecare măsură intensitatea culorii, în culturi mai vechi apar forme filamentoase care pot ajunge până la 50 ;/m lungime Se colorează în brun prin impregnația argentică Dieterle, în roșu prin metoda Gimenez, sau în albastru prin metoda Giemsa Pentru depistarea legionelelor în frotiuri din prelevate patologice sau în secțiuni histologice, colorațiile nespecifice sunt nesatisfăcătoare (este indicată colorația imuno-fluorescentă, în special cu anticorpi monoclonali marcați fluorescent) Mobilitatea acestor bacterii poate fi urmărită pe preparate umede, ideal prin microscopie în contrast de fază, atât în culturile din bulion, cât și în fagosomii celulelor infectate 33 4 7 Teste preliminare Colorația imunofluorescentă directă a prelevatelor patologice din infecții respiratorii (vezi 13 7) reprezintă o modalitate de diagnostic prezumptiv rapid care poate orienta decizia terapeutică Având în vedere posibilitatea identificării prezenței în urină a antigenului lipopolizaharidic (timp de luni de zile), a fost pusă la punct tehnica imunocromatografică Testul pentru detectarea antigenului urinar permite un diagnostic precoce, pozi-tivându-se în primele 3 zile de la debut, dar se limitează la serogrupul 1 al L pneumophilla Prezența ADN-ului bacterian în probele de apă se poate pune în evidență prin amplificare genetică (PCR) Pentru identificarea izolatelor cu caractere de cultură și microscopice sugestive pentru Legionella, se repică 2-3 colonii în paralel pe agar ВСУЕ a și pe agar-sânge Se verifică în acest mod creșterea numai pe mediul cu L-cisteină și se obține cultura pură necesară identificării Și alte bacterii sunt diferențiate de L-cisteină sau de prezența cărbunelui în mediu pentru îndepărtarea substanțelor inhibitorii: de ex Francisella, Bordetella pertussis, specii sporulate de bacili termofili De aceea se impune o atentă examinare a caracterelor de cultură și microscopice precum și efectuarea unor teste suplimentare Testele biochimice pentru individualizarea genului Legionella și diferențierea speciilor în cadrul acestuia (tabelul 33-6) au o valoare relativă • Reacția oxidazei și mobilitatea pot fî slab exprimate și dificil de detectat 824 • Hidroliza hipuratului este pozitivă la L pneumophila și diferențiază această specie de toate celelalte legionele implicate în infecții unane Testul nu are însă aceeași valoare pentru identificarea izolatelor din mediu pentru că au fost individualizate și specii de Legionella hipurat pozitive • Producerea de pigment metalic în medii de cultură suplimentate cu tirozină este variabilă și unele tulpini de L pneumophila nu formează acest pigment • Lichefierea gelatinei și producerea de P-lactamază sunt pozitive în cazul L pneumophila și negative în cazul L micdadei, speciile cel mai frecvent izolate de la om • Valoarea autoflorescenței coloniilor la iradierea cu radiații ultraviolete (lungime de undă de 366 nm, lampa Wood) este redusă în microbiologia clinică din cauza rarității cu care sunt izolate de la om speciile pozitive pentru acest test Identificarea antigenică este eficientă și utilă pentru speciile și serogrupele de Legionella mai frecvent izolate de la om: L pneumophila serogrup 1, 4 și 6, L micdadei și L dumoffii Mai curent folosită este colorația imunofluorescentă directă cu anticorpi policlonali sau monoclonali Anticorpii policlonali pot da reacții încrucișate cu unele bacterii relativ frecvent izolate în laboratorul clinic: Pseudomonas fluorescens, P aeruginosa, Bordetella pertussis, Bacteriodes fragilis, dar coroborarea rezultatelor (caractere de cultivare, microscopice etc ) evită multe din identificările eronate Există și truse cu antiseruri aglutinante (ex Legionella Latex Test Oxoid) sau se poate utiliza o tehnică de tip ELISA în același scop 33 4 8 Teste definitive Testele definitive de confirmare a prezenței legionelelor și identificare a speciilor sunt de competența exclusivă a laboratoarelor de referință și includ: • Identificare acizilor grași ramificați din structura peretelui prin cromatografie gaz-lichid • Identificarea ubiquinonelor membranare prin cromatografie lichidă de înaltă performanță • Utilizarea sondelor ADN • Identificarea grupelor și subgrupelor antigenice prin reacții cu anticorpi monoclonali în concluzie, laboratorul de referință trebuie solicitat în următoarele circumstanțe: 1) Testele fenotipice preliminare au indicat o specie de Legionella, dar tulpina nu reacționează cu antiserurile din trusele disponibile 2) Izolatul a reacționat cu mai multe antiseruri specifice de specie sau serogrup 3) Caracterele fenotipice și identificarea antigenică au indicat o specie rar izolată 4) Caracterele fenotipice au fost neobișnuite 33 4 9 Testarea sensibilității la antibiotice și chimioterapice Testarea sensibilității la produsele medicamentoase nu a fost standardizată Din studiile efectuate până în prezent, în tratamentul legionelozei pot fi utilizate azitro-micina, ciprofloxacină, levofloxacina, trovafloxacina, trimetoprim-sulfametoxazolul, clindamicină și imipenemul 825 33 4 10 Diagnosticul serologic Diagnosticul serologic este util în special în scop epidemiologie Cel mai frecvent este utilizată tehnica ELISA, dar și imunofluorescența indirectă sau tehnicile de microaglutinare O creștere de 4 ori a titrului la a doua determinare (în dinamică) confirmă diagnosticul în zonele în care seroprevalența legionelozei este scăzută, un titra unic de peste 1/256 este sugestiv pentru infecția acută BIBLIOGRAFIE BARBAREE, J M : Selecting a subtyping technigue for use in investigation of legionellosis epidemics In J M Barbaree, R F Breiman, A P Dufor (eds) Legionella: Current Status and Emerging Perspectives, A S M Press Washington D C , pp 169-172, 1993 BARRY S FIELDS, ROBERT F BENSON, AND RICHARD E BESSER, Legionella and Legionnaires' Disease: 25 Years of Investigation Clin Microbiol Rev , 3, 506-526 2002 BRENNER, D J , FEELEY, J C , WEAVER, R E : Legionellaceae In N R Krieg, J G Hoit (eds) Bergey's Manual of Systematic Bacteriology 9-th edn, Williams and Wikins, Baltimore, voi 1 pp 279-288, 1984 BRIDSON, E Y : The Oxoid Manual, 7-th edn, unipath Ltd , Basingstoke, pp 2 123-2 126, 1995 CHEDID MB ILHA DDE O, CHEDID MF, DALCIN PR, BUZZETTI M, JACONI SARAIVA P, GRIZAD, MENNA BARRETO SS, Community-acquired pneumonia by Legionella pneumophila serogroups 1-6 in Brazii, Respir Med 99, 966-75, 2005 DEN BOER JW, YZERMAN EP, Diagnosis of Legionella infection in Legionnaires' disease, Eur J Clin Microbiol Infect Dis , 23, 871-8, 2004 HASH, P , KRENZ, M M : Culture Media In A Balows, W J Hausler et al (eds) Manual of Clinical Microbiology, 5-th edn, A S M Press, Washington D C , pp 1226-1228, 1991 GARR1TY G M , BELF J A , LILBURN T G : Taxonomic Outline of the Prokariotes - Bergey's Manual of Systematic Bacteriolog, sec ed , pp 87-89, 2004 OLIVIA VIZITIU: Diagnosticul de laborator al legionelozelor - Bacteriologia Virusologia Parazitologia Epidemiologia, 1, pg 59-67, 1995 OLIVIA VIZITIU: Identificarea genului Legionella Manual de Microbiologie Medicală Dumitru Buiuc Marian Neguț, Editura Medicală, pag 820-824, 1999 RODGERS, F G : Legionella In L Collier, a Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson's Microbiology and Microbial Infections, 9-th edn, Amold Londo, voi 2 pp 1147-1165, 1998 ROTH SB, JALAVA J, RUUSKANEN O, RUOHOLA A, NIKKARI S Use of an oligonucleotide array for laboratory diagnosis of bacteria responsible for acute upper respiratory infections, J Clin Microbiol , 42, 4268-74, 2004; WINN W C JR : Legionella In P R Murray, E J Baron M A Pfaller et al (eds) Manual of Clinical Microbiology , 6-th edn, A S M Press, Washington D C , pp 53-544, 1995 YU VL, Legionella pneumophila, în Mandell, Douglas and Bennett's Principles and Practice of Infectious Diseases, 5th edition, Churchill Livingstone, voi 2, 2424-2435 826 33 5 IDENTIFICAREA GENURILOR CAMPYLOBACTER Șl ARCOBACTER (ROXANA MOLDOVAN, DELIA BERCEANU-VĂDUVA, LIVIU ANDREI SICINSCHI) 33 5 1 Minidefiniție Genurile Campylobacter și Arcobacter fac parte din familia Campylobacteriaceae Denumirea familiei provine din limba greacă (kampylos = încurbat) și se referă la forma bacteriilor Genul Campylobacter reunește germeni gram-negativi, cu dimensiuni mici (0,5-8 pm lungime și 0,2-0,9 pm lățime), nesporulați, necapsulați, de formă spiralată (2-6 spire), incurbată sau asemănătoare literei „S” Ei sunt prevăzuți cu un flagel polar, neînvelit, la unul sau ambele capete, care le conferă o mobilitate caracteristică Excepție fac C gra-cilis care este neflagelat și C showae care prezintă 2-5 flageli Campilobacteriile sunt, în general, bacterii microaerofile și capnofile cu metabolism de tip respirator, utilizând aminoacizi și produșii intermediari ai ciclului Krebs Unele specii se pot dezvolta în microaerofilie și anaerobioză, iar altele necesită concentrații sporite de hidrogen Se dezvoltă lent la de la 37°C până la 42°C, dar nu ți la I5°C Majoritatea campilobacteriilor sunt oxidaza și catalază pozitive, cu excepția C gracilis, C redus și C curvus Proporția de baze azotate G + C din ADN este de 29-46 mol % Genul Arcobacter cuprinde bacterii cu morfologie asemănătoare, dar care sunt aerotolerante și nu necesită concentrații crescute de hidrogen Ele se dezvoltă la 15°C, 25°C și 30°C, dezvoltarea la 37°C și 42°C fiind variabilă 33 5 2 Considerații taxonomice Campilobacteriile au fost descoperite la începutul secolului trecut, fiind recunoscute drept agenți etiologici ai avorturilor la bovidee Câteva decenii mai târziu, au fost izolate în infecții umane și încadrate în genul Vibrio Interesul major asupra impactului în patologia umană a început să se manifeste după 1980, Campylobacter fiind astăzi recunoscut ca unul din principalii agenți ai BDA în întreaga lume în prezent se cunosc 18 specii, altele, noi, fiind în curs de izolare Clasificarea bacteriilor aparținând genului Campylobacter a suferit numeroase modificări în ultimii ani Utilizând tehnici de biologie moleculară, prin secvențializarea ARNr 16S, Vandamme a reunit cinci genuri (Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter, Wolinella și Flexispira - în prezent încadrat în cadrul genului Helicobacter} în superfamilia VI ARNr Caracterele diferențiale dintre aceste genuri sunt prezentate în tabelul 33 7 Solnick a descris în mucoasa gastrică două microorganisme spiralate necultivabile, Gastrospirillum hominis 1 și 2 care, după secvențializea ARNr 16S, au fost denumite Helicobacter heilmannii 827 Tabelul 33 7 Caractere diferențiale între Arcobacter, Campylobacter, Wolinella, Helicobacter și «Flexispira» (după Vandamme P„ Falsen E , Rossau R , 1991) Genul Redu-cerea nitratului Creșterea cu 0,5% glicină Hidroliza ureei Creșterea la: Morfologia celulară înveliș flagelar 15°C 30°C 42°C Arcobacter + O V + + - Bacilii încurbați și spiralați Absent Campylobacter + V - - + V Bacilii încurbați și spiralați Absent Wolinella + - - - s+ Spiralată Absent Helicobacter v + V - V V Bacilii încurbați și spiralați Prezent "Flexispira" - + + - - + Bacilii drepți fuziformi Prezent Simboluri și abrevieri: + = aprox 90% din tulpini dau reacții pozitive - = aprox 90% din tulpini dau reacții negative s+ = reacții slab pozitive V = 11-89% din tulpini dau reacții pozitive ? = neprecizat Thompson a separat superfamilia VI ARNr în trei grupuri: I, II, III • Grupul I include adevăratele campylobacterii: C fetus, C coli, C jejuni, C lari, C hyointestinalis, C concisus, C mucosalis, C sputorum și C upsaliensis Ulterior, pe baza studiilor de biologie moleculară, unele specii au fost reclasificate Astfel, Wolinella reda, Wolinella curva, Bacteroides gracilis, Bacteroides ureolyticus au fost incluse în grupul I W reda și W curva au devenit C redus și C curvus De asemenea, B gracilis a fost propus spre reclasificare sub denumirea de C gracilis Deși B ureolyticus nu a fost redenumit, el este considerat membru al familiei Campylobacteriaceae • Grupul II include genul Arcobacter, care cuprinde mai multe specii de Campylobacter ce au fost reclasificate ca Arcobacter în prezent genul Arcobacter cuprinde patru specii, dintre care trei specii de Campylobacter au fost reclasificate: Arcobacter nitrofigilis (anterior Campylobacter nitrofigilis), Arcobacter cryaerophilus (anterior Campylobacter cryaerophila), Arcobacter butzleri (anterior Campylobacter butzleri) și Arcobacter skirrowii • Grupul III conține genurile Helicobacter, Wolinella (genul Flexispira fiind încadrat în prezent în cadrul genului Helicobacter), precum și o specie nedenumită, CLO-3 Vandamme a propus ca două specii de Campylobacter (C cinaedi și C fennelliae) să fie transferate în genul Helicobacter, sub denumirea de H cinaedi și H fennelliae Wolinella succinogenes a rămas singura specie a genului Wolinella 828 în prezent se consideră că în cadrul genului Campylobacter există 18 specii, dintre care 13 au fost asociate infecțiilor umane Dintre acestea din urmă, cel mai frecvent izolate sunt C Jejuni (subspecia jejuni), C coli și C fetus 33 5 3 Habitat și implicații în patologie Campilobacteriile sunt larg răspândite în natură, prezente în intestinul a numeroase specii de mamifere (porci, vaci, capre, oi, câini, pisici, rozătoare) și păsări, precum și în apa contaminată cu materii fecale Animalele sunt, de obicei, purtători sănătoși ai acestor germeni care pot, însă, determina sterilitate sau avort C jejuni subsp doylei a fost izolat doar la nivelul mucoasei gastrice umane O trăsătură comună a acestor bacterii, precum și a celor din genurile Arcobacter și Wolinella este faptul că sunt adaptate colonizării membranelor mucoase ale tractului digestiv și aparatului reproducător Această adaptare se reflectă în morfologia lor Astfel, combinația dintre forma spiralată și flagelul polar de dimensiuni apreciabile, are ca rezultat o motilitate ieșită din comun, care permite bacteriilor să traverseze mucusul prin mișcări de „tirbușonare” cu o ușurință care lipsește altor bacterii După unii autori, campilobacteriile se transformă, în condiții nefavorabile, în forme cocoide necultivabile, „dormante”, prin care supraviețuiesc timp îndelungat în mediul înconjurător și revin la forma cultivabilă, virulentă, când ajung într-o gazdă favorabilă Unele tulpini rezistă câteva săptămâni, chiar luni în apă rece, sub 15°C, fără a se transforma în forme cocoide Campilobacteriile sunt bacterii sensibile, fiind rapid distruse de căldură, desicare, radiații, mediii acid și dezinfectante în prezent se studiază factorii bacterieni precum și cei ce țin de organismul gazdă implicați în patogeneza infecțiilor cu Campylobacter Factorii bacterieni sunt doza infectantă și virulența tulpinii infectante în ceea ce privește doza infectantă, aceasta este variabilă Studii pe voluntari au dovedit că chiar și o doză de 500 de germeni poate declanșa enterite, iar doze de 9000 de germeni produc infecția doar la 50% din voluntari Campilobacteriile sunt sensibile la aciditatea gastrică, ceea ce are ca urmare creșterea receptivității organismului la infecții în condiții ce scad aciditatea gastrică Factorii de virulență a tulpinii infectante, care îi permit atașarea și invazia epiteliului intestinal, sunt flagelul, un plasmid cu GM mare, adezine superficiale și factori chemo-tacici Campilobacteriile au filamente asemănătoare fimbriilor prin care se atașează de epiteliul intestinal După atașare, unele proteine de suprafață (PEB1, CadF) facilitează colonizarea campilobacteriilor și invazia celulelor intestinale La tulpinile de C jejuni s-a constatat secreția unei enterotoxine in vitro, dar nu și in vivo și a cărei rol nu a putut fi precizat Campylobacter jejuni (subsp jejuni), C coli sunt cauze importante de gastroenterită - boală diareică acută (BDA) cu sindrom dizenteriform Cel mai frecvent implicat (85%) este C jejuni (subsp jejuni) Studii efectuate în diverse țări europene au evidențiat implicarea C jejuni și C coli în BDA la om cu o frecvență ce rivalizează cu cea a enterobacteriilor clasice (Salmonella și Shigella) Infecțiile cu campilobacterii s-au situat pe primul loc în etiologia 829 gastroenteritelor bacteriene în SUA, în prezent frecvența lor fiind în scădere datorită informării populației cu privire la prepararea corespunzătoare a cărnii de pui In ceea ce privește incidența infecției, aceasta este mai crescută la adulții tineri (20-29 ani) și copii, adulții fiind deseori purtători ăsimptomatici Portajul intestinal este crescut în țările în curs de dezvoltare Cele mai frecvente focare epidemice au fost citate în urma consumului de came de pui (48%), în timpul călătoriilor în țări subdezvoltate (9%), prin consumul de apă contaminată prin carențe în clorinarea și purificarea apei potabile (8%), contactul cu animale infectate (6%), consumul de lapte nefiert (5%) și din cauze necunoscute (24%) Epidemiile sunt mai frecvente în lunile calde, dar pot apărea în orice altă perioadă a anului Manifestările clinice în enteritele determinate de C jejuni și C coli nu se deosebesc de cele cauzate de alți agenți etiologici ai BDA ca, de pildă Salmonella și Shigella După o perioadă de incubație de 3 zile, infecția se localizează în jejun, ileon și apoi în colon și rect Mucoasa apare ulcerată, edemațiată, sângerândă cu abcese criptice și infiltrate cu PMN și eozinofile în lamina proprie Numai diagnosticul de laborator poate preciza etiologia infecției Simptomatologia persistă o săptămâna, infecția se poate croniciza dar, în general, este autolimitată și controlată prin înlocuirea pierderilor hidroelectrolitice La copii, manifestările clinice sunt diareea, uneori sanguinolentă, febra, durerile abdominale și voma Copiii tolerează bine infecția cu campilobacter, dar în mod excepțional pot apărea complicații meningeale și encefalopatii Nou născutul se infectează de la mama excretoare de campilobacterii, cu sau fără BDA recentă în antecedente S-au raportat, de asemenea, meningite nosocomiale cu C jejuni în secțiile de nou născuți La pacienții cu SIDA infecția este de peste 39 de ori mai frecventă decât la populația neinfectată cu ІПѴ și evoluează cu episoade recurente de enterită și bacteriemie Infecțiile cu C jejuni se pot asocia cu complicații extraintestinale cum sunt mioperi-cardita și pericardita și pot evolua atipic mimând apendicita și colita Infecțiile acute se pot complica foarte rar cu colecistită, pancreatită și hepatită, peritonită, ulcere hemoragice la nivelul ileonului terminal, sindrom uremic-hemolitic, glomerulonefrite, eritem nodos, vasculită, celulite etc Complicațiile tardive sunt artrita reactivă și sindromul Guillan-Barre (polinevrita acută idiopatică) Există din ce în ce mai multe studii, care arată că infecția cu C jejuni poate fi triggerul care declanșează sindromul Guillan-Barre, printr-un mecanism imuno-patologic S-a descris, recent, o variantă a sindromului Guillan-Barre, sindromul Miller Fisher, care afectează nervii cranieni în ambele sindroame se produc demielinizării axonale, datorită apariției unor anticorpi care reacționează încrucișat cu gangliozidele axonale, cu structură asemănătoare unor antigene de suprafață ale C jejuni Alte campilobacterii se izolează mult mai rar și infecțiile pe care le produc se încadrează în infecții intestinale, sistemice, fetoplacentare și orale - Infecțiile intestinale cu aceste campilobacterii se întâlnesc la copii, în țări cu nivel de dezvoltare scăzut, ele fiind excepționale în țările industrializate 830 Campylobacter upsaliensis, prezent în tubul digestiv al câinilor și pisicilor produce infecții în special la copii în Europa, Campylobacter upsaliensis se izolează într-un procentaj de 1-2%, iar la copiii de culoare din Africa de Sud într-o proporție de 23% Campylobacter jejuni sCosp doylei este un germene care se dezvoltă lent A fost izolat la copii aborigeni din Australia și produce ocazional infecții sistemice Campylobacter lari, produce sub 1% din infecțiile umane cu Campylobacter Se găsește în apele naturale și în intestinul pescărușilor din genul Larus Campylobacter hyointestinalis se găsește în intestinul porumbeilor și al porcilor, fiind implicat rar în etiologia unor enterite Campylobacter concisus a fost izolat în proporție egală în materiile fecale ale copiilor sănătoși precum și la copii cu enterită - Infecții sistemice Bacteriemiile depistate în cursul infecțiilor cu Campylobacter jejuni sau Campylobacter coli nu pot fi considerate infecții sistemice, deoarece au un caracter pasager Campylobacter fetus este specia care produce prin excelență infecții sistemice neprecedate sau însoțite de diaree și are două subspecii: subsp /eta și subsp venerealis Cea din urmă a fost izolată în materiile fecale a doi homosexuali și în secreția vaginală a două paciente cu bacterioză vaginală Subspecia fetus produce infecții umane la pacienții cu afecțiuni hepatice (ciroză alcoolică), afecțiuni maligne, diabet zaharat, SIDA și la vârstnici Principalul factor de virulență al C fetus este o proteină de suprafață (SLP) cu rol de capsulă și care protejază bacteria de acțiunea bactericidă a serului Mai mult, această proteină prezintă o mare variabilitate antigenică care îi asigură persistența în organismul animal și uman, explicând recidivele C fetus are tropism și pentru endoteliul vascular, fiind izolat în endocadite, anevrisme infectate, tromboflebite septice și celulite Alte infecții semnalate sunt meningoencefalite, osteomielite, empiem, colecistite, pericardite, miocardite, peritonite și salpingite Campylobacter mucosalis, o specie asociată patologiei porcine (adenomatoză intestinală și boli înrudite), a fost izolată inițial la un singur pacient cu septicemie Ulterior a fost izolat din materii fecale la copii cu enterită, la unele cazuri fiind prezent și în ser - Infecții fetoplacentare umane sunt excepționale în comparație cu infecțiile urmate de avorturi la oi și bovidee în literatură s-au descris peste 30 de cazuri de avorturi, infecții congenitale și feți morți ca urmare a unor enterite cu C fetus și C jejuni (28 de cazuri), C coli și C upsaliensis (câte un caz) în toate cazurile s-a constatat inflamație și necroză placentară, infecția cu C fetus fiind aproape întotdeauna fatală pentru făt - Infecțiiperiodontale în flora normală a șanțurilor gingivale s-au izolat 6 specii de Campylobacter C sputorum, C concisus, C rectus, C curvus, C showae și C gracilis în cazul parodontitelor cronice marginale, oricare din aceste specii poate fi izolată în asociație cu flora anaerobă mixtă, în pungile gingivale infectate Se presupune că germenii din genul Campylobacter induc un răspuns imunopatologic care contribuie la declanșarea bolii periodontale 831 Tabelul 33 3 Specii de Campylobacter asociate unor afecțiuni umane Specii Rezervor Afecțiuni umane Frecvență C jejuni subsp jejuni Pui, porci, bovidee, câini, pisici, iepuri, păsări, nurci Gastroenterită, septicemie, meningită, avort spontan, proctită, sindrom Guillain-Barre Frecvență crescută C jejuni subsp doylei Om Gastroenterită, gastrită, septicemie Frecvență scăzută C coli subsp fetus Porci, pui, bovidee, oi, pasări Gastroenterită, septicemie, avort spontan, meningită Frecvență scăzută C upsaliensis Câini, pisici Gastroenterită, septicemie, abces Frecvență scăzută C jetus subsp fetus Bovidee, oi Septicemie, gastroenterită, avort spontan, meningită Frecvență scăzută C fetus subsp venerealis Bovidee Septicemie Frecvență scăzută C hyointestinalis Porci, bovidee, hamsteri, căprioare Gastroenterită Rar C concisus Om Afecțiuni periodontale, gastroenterită Rar C sputorum subsp sputorum Om, bovidee, porci Abcese, gastroenterită Rar C curvus Om Afecțiuni periodontale, gastroenterită Rar C rectus Om Afecțiuni periodontale Rar C showae Om Afecțiuni periodontale Rar C lari Pui, pasări, porci, câini, pisici, maimuțe, cai, foci Gastroenterită, septicemie Rar Genul Arcobacter cuprinde 4 specii Arcobacter nitrofigilis este bacterie fixatoare de azot izolată din rădăcinile unor mici plante de baltă și nu este de interes medical Arcobacter butzleri, determină infecții interstinale, mai ales la copii, diareea fiind principalul simptom A fost, de asemenea, izolat din lichidul peritoneal al unor pacienți cu apendicită acută și ocazional în bacteriemii Alte specii de Arcobacter izolate în infecții enterale umane swA Arcobacter cryaerophilus și Arcobacter skirrow, care a fost izolat o singură dată 33 5 4 Obținerea culturii pure Germenii din genul Campylobacter sunt microorganisme cu exigențe deosebite necesitând o atmosferă de incubare microaerofilă (5% O,, 10% СО, și 85% N,) Dintre campilobacteriile microaerofile, C sputorum și C hyointesinalis, sunt dependente de o concentrație crescută de hidrogen Unele specii (C rectus, C curvus, C mucosalis, C concisus') sunt anaerobe și necesită de asemenea, o concentrație mai mare de H, (6%) 832 Temperatura optimă de incubare este de 42-43°C (excepție C fetus), iar timpul de incubare este de 48-72 ore sau mai mult Campilobacteriile se izolează cel mai frecvent din materiile fecale, dar unele specii se izolează ocazional și din sânge, alimente, apă și mediul înconjurător Pentru păstrarea viabilității gemenilor se folosesc medii de transport semisolide (Stuart, Cary-Blair) sau lichide (apă peptonată alcalină, bulion tioglicolat Na - utile și pentru genul Vibrio) Se mai utilizează medii de transport și îmbogățire de tipul bulionului Preston, mediul Campy-thio sau mediul Park-Sanders Dintre acestea, cel mai utilizat mediu de îmbogățire este bulionul Preston ce conține FBS și este adiționat aseptic cu lizat de sânge de cal și cu un supliment de antibiotice (polimixină, trimetoprim, rifampicină și cicloserină) Se recomandă pentru izolarea C jejuni din alimente, dar nu și din materiile fecale (unde se preferă dispersia pe mediile selective adecvate) în tabelul nr 19-8 (din tratat) sunt prezentate mediile selective pentru Campylobacter, precum și aspectul coloniilor Există două posibilități pentru izolarea campilobacteriilor din produse contaminate: utilizarea mediilor selective și/sau tehnica de filtrare • Metoda mediului selectiv Se însămânțează prelevatul patologic cu ansa direct pe un mediu selectiv (Skirrow, Karamali, Campy-agar I C , agar chocolat EL) sau după preincubare 18-24 ore într-un mediu de îmbogățire Mediile selective conțin unul sau mai multe antibiotice, cefoperazona fiind inhibitorul principal al florei bacteriene enterice Mediile selective care conțin și cefalotin, colistin, polimixină В sunt inhibitoare pentru unele tulpini de C jejuni și C coli, pentru C fetus C jejuni subsp doylei, C upsaliensis A butzleri nu se dezvoltă pe medii ce conțin cefalotin • Metoda de filtrare constă în utilizarea unor membrane filtrante sterile din acetat de celuloză, cu o dimensiune a porozităților de 0,45-0,65 pm (Milipore, Sartorius, Gehnan), prin care campilobacteriile trec cu ușurință datorită mobilității lor, restul bacteriilor enterice fiind reținute Pe suprafața unui mediu de cultură neselectiv (geloză chocolat, Muller-Hinton adiționat cu hematii de oaie) se așează membrana filtrantă, pe care se aplică 8-10 picături dintr-o suspensie în bulion nutritiv de materii fecale Filtrul se îndepărtează după o incubație de 30 minute la 37°C, iar placa se incubează Ia 42-43°C timp de 2-5 zile Pentru izolarea C fetus care nu este termofil, se incubează plăcile la 25°C și duplicate la 37°C Atmosfera optimă de incubare microaerofilă (5% O,, 10% СО, și 85% N,) este asigurată de un tanc cu amestec gazos prevăzut cu reducător de presiune Indicat este un jar anaerob din care aerul poate fi evacuat și înlocuit cu amestecul gazos Laboratoarelor de rutină le sunt mai accesibile pungi de polietilenă în care sunt introduse pentru incubare 6-8 plăci cu diametrul de 9 cm după care punga este colabată cât mai complet, umflată cu amestecul gazos și colabată din nou Operația se repetă pentru evacuarea cât mai completă a aerului atmosferic în final punga este umflată cu amestecul gazos și închisă cu bandă adezivă Utilizarea exicatoarelor cu lumânare nu este recomandată, deoarece nivelul de oxigen este prea ridicat (12-17%) pentru izolarea campilobacteriilor, dar poate fi utilizat pentru întreținerea tulpinilor Pentru izolarea campilobacteriilor din hemoculturi se recomandă sistemul BACTEC - flacoanele aerobe și sistemul Septi-Chek Timpul de incubare este de 2 săptămâni 833 33 5 5 Caractere de cultivare Dezvoltarea unor colonii pe medii selective ce au fost incubate la 42°C într-o atmosferă optimă microaerofilă indică cu mare probabilitate prezența campilobacteriilor termofile (cel mi frecvent C jejuni) Caracterele culturale diferă în funcție de mediul utilizat (se regăsesc în tabelul 19 8 din tratatul anterior) în bulion germenii determină o turbiditate discretă a mediului Pe mediile solide produc colonii cenușii, plate, nehemolitice cu margini neregulate și confluente de-a lungul liniei de însămânțare Pe măsură ce umiditatea mediului descrește, coloniile devin rotunde, convexe, lucioase, difuzarea lor fiind mai discretă Unele specii sunt pigmentate, ca de pildă C mucosalis și C hyointestinalis care produc un pigment galben-murdar 33 5 6 Caractere microscopice a) Examenul microscopic direct al materiilor fecale se efectuează pe preparate umede și pe frotiuri colorate Gram • preparatul nativ între lamă și lamelă, din scaunul proaspăt emis (suspensionat în bulion Brucella sau alt mediu analog) și examinat la microscopul cu fond întunecat sau la microscopul cu contrast de fază, relevă prezența bacteriilor spiralate, ce prezintă mișcări active caracteristice „în zbor de musculiță” datorită flagelului polar Pentru evidențierea polimorfonuclearelor se poate efectua un preparat umed între lamă și lamelă colorat cu albastru de metilen Unele laboratoare nu continuă diagnosticul în lipsa polimorfonuclearelor în materiile fecale • pe frotiurile colorate Gram, se evidențiază leucocite, hematii și bacterii subțiri cu o morfologie caracteristică, care, datorită dimensiunilor reduse, pot fi ușor trecute cu vederea Bacilii dispuși în diplo sunt asemănați cu niște „aripi de pescăruș în zbor” b) Microscopia culturilor • pe frotiul colorat Gram, efectuat din culturi tinere se observă bacili gram-negativi de dimensiuni mici, nesporulați, de formă spiralată, încurbată sau asemănătoare literei „S”, mai greu de confundat cu alte bacterii enterice Bacilii sunt dispuși izolați sau în diplo (ca „aripile de pescăruș în zbor”) Pe frotiurile din culturile vechi ce au venit în contact cu aerul atmosferic, apar sub formă de cocobacili Pentru o mai bună colorare, unii autori recomandă prelungirea timpului de colorare cu safranină cu 2-3 minute sau chiar până la 10 minute • pe preparatele native examinate la microscopul cu contrast de fază sau la microscopul cu fond întunecat se observă germeni cu morfologie tipică și mișcări caracteristice 33 5 7 Teste preliminare (identificarea preliminară) Identificarea preliminară a campilobacteriilor se bazează pe: • caracterul gram-negativ și morfologia caracteristică • mobilitatea caracteristică datorată flagelului polar 834 йМО 9 Teste de identificare fenotipieă (modificat după Vandamme ;i Goossens, 1992) Microorganism Cataliza Nitrați, Redu- cere Hidrogen Sulfurat (TSI) Urează Indoxil acetat, hidroliza Hipurat, hidroliza Creșterea Sensibi itatea 25°C 37°C 42°C Mac Conkey TMAO 0,1% NaCl 1,5% Glicină 1% Acid nalidixic Cefa-lotin ARN Grup 1 Campylobacter coli + + - - + - + + + ■ - + V R C concisus - - - - C + - + C R R C curvus - + + V V + V V ND ND + C S C fetus subsp fetus + - - • + + - V + V S C fetus subsp venerealis V + - - - + + - - V - V s C gracilis - + - V - - + V V ND ND + V s C helveticus - - + - - - - ND V s s C hyointestinalis subsp hyointestalis + + + • V + + - + R s C iivoiiitestiiialis Subsp taomi + + + - • - - V ND ND V R § C jejuni subsp jejuni + + - + + - + + - - - + V R C jejuni subsp ,doylei V - + - w - - s S C lari + - - - - + + + + R R C mucosalis - + - - c + C C c C s C rectus - + • - w ■ ND ND + V s C showae + V - - + V + ND ND V s s C spulow biovar huhulus - + - - c - + + + R S ( C sputorum biovar feailis + - - - + + I R s C sputorum biovar sputorum ■ - - ■ ■ C V s C upsaliensis •i'V) - + - ■ - - - c s s S>£8 Tabelul 31 9 (continuare) Microorganism Cataliza Nitrați, Reducere Hidrogen Sulfurat (TS1) Urează Indoxil acetat, hidroliza Hipurat, hidroliza Creșterea Sensibi itatea 25°C 37°C 42°C Mac Conkey TMAO 0,1% NaCI іда Glicină 1% Acid nalidixic Cefalotin ARN Grup II Arcobacter butzleri ■(w) + - - + - + I V + ND V V R 1 cryaerophilus + ■ + - - + - + - - - + - V R rt nitrofigilis + V - - + - - ND + - s S 1 skirrowii + + - - + - + V - ND - V s V ARN Grup III Helicobacter cinaedi (CLO-I) - C - ■ + - - - + s S H fenuelliae (CLO-2) - - - - ■ + - ■ ■ - + s s CLO-3 + - - - + - - ND ND ND + s' R H pullorum + + - - - - - + + ND - ND ND s R H pylori + - ++ - - - + c - NA V R S Helicobacter sp flexispira c - ■ ++ - - + ND ND ND -W R R Simboluri și abrevieri: + - aprox 90% din tulpini dau reacții pozitive -=aprox 90% din tulpini dau reacții negative ++=reacții intens pozitive V = 11-89% din tulpini dau reacții pozitive S = sensibil R=rezistent C=rezultate contradictorii raportate în literatură ND=caracter nedeterminat W=reacții slab pozitive / negative TM АО=trimethy lainine-N-oxidehydrochloride • caracterele de cultivare și creșterea la 42°C, în condiții de microaerofilie • testul oxidazei și catalazei pozitiv, cu excepția C gracilis, C rectus și C curvus Testul ureazei negativ diferențiază campilobacteriile de genul Helicobacter Absența cultivării la 15°C și a cultivării aerobe la 30°C exclude genul Arcobacter 33 5 8 Teste definitive (identificarea definitivă) Identificarea definitivă se bazează pe coroborarea caracterelor morfo-tinctoriale culturale și biochimice Testele de rutină (tabelul 33 10) utilizate pentru identificarea campilobacteriilor sunt: • dezvoltarea germenilor la 25°C, 37°C, 42°C • testul catalazei, testul oxidazei pozitiv, cu excepția C gracilis, C rectus și C curvus • testul hidrolizei hipuratului de sodiu - este principalul test pentru diferențierea C jejuni de alte campilobacterii; de asemenea, realizează diferențierea dintre cele mai frecvente specii ale genului C jejuni și C coli (pozitiv pentru C jejuni, deși au fost citate cazuri de tulpini hipurat-negative) • hidroliza indoxil-acetatului • reducerea nitraților la nitriți - prezentă la toate campilobacteriile, cu excepția C jejuni subsp doylei • producerea de H2S - pe mediul TSI • sensibilitatea la acid nalidixic (30pg) și cefalotin (30pg) - diferențiază speciile C jejuni / C coli (acid nalidixic S, cefalotin R) de alte campilobacterii termofile; în ultimul timp au fost relatate cazuri de rezistență față de acidul nalidixic la ambele specii în tabelul 33 10 sunt prezentate testele de identificare definitivă pentru cele mai comune campilobacterii Tabelul 33 10 Teste de identificare definitivă pentru cele mai comune campilobacterii Microorganism Acid nalidixic Cefalotin TTC Hipurat, hidroliza Indoxil acetat, hidroliza C jejuni subsp jejuni V R R 4- 4- C coli s R R - + C fetus subsp fetus R S S - C lari R R s - - Simboluri și abrevieri: V = 11-89% din tulpini dau reacții pozitive S = sensibil R = rezistent TTC = triphenyltetrazolium chloride Pentru identificarea tulpinilor atipice se pot utiliza galeriile API-Campy (bioMerieux) sau metodele biologiei moleculare 837 33 5 9 Metode neconvenționale de identificare Campilobacteriile pot fi identificate direct din prelevatul patologic sau din cultură prin metode neconvenționale, dar acestea nu se pot substitui metodelor clasice de izolare și identificare a) metode imunologice ® Testele de latexaglutinare se utilizează pentru identificarea C jejuni și C coli din colonii izolate, dar nu fac diferența între cele două specii Capacitatea acestor teste este variabilă pentru identificarea certă a C lari ® Metode imunoenzimatice - există kituri comerciale care identifică campilobacteriile până la nivel de gen, direct din materiile fecale, dar nu diferențiază speciile Astfel, testul ID Campy poate identifica C jejuni și C coli, dar nu poate face diferența între cele două specii * Reacția de imunofluorescența directă este recomandată de unii cercetători ca metodă de screening rapid direct din scaun, de la pacienți cu BDA, dar nu este disponibilă în rețeaua comercială • Serotiparea este metoda cea mai utilizată Se folosesc în general două sisteme: schema Penner care are la bază antigenul termostabil lipopolizaharidic O (peste 90 de serogrupuri) și schema Lior (1984) pe baza antigenelor proteice termolabile de suprafață (112 serogrupe) Utilizarea unui număr redus de determinări din ambele scheme permite o diferențiere ce poate fî completată prin bio și lizotipie (tabelul 33 11) Tabelul 33 11 Diferențierea campilobacteriilor termofile prin biotipare Teste C jejuni biovar C coli biovar C lari biovar I 11 III IV I 11 1 II Hidroliza hipuratului + + + - Producerea de H2S + + + Hidroliza ADN 4 + + + b) metode ale biologiei moleculare - metode genetice Biologia moleculară, prin sondele ADN și prin amplificarea acizilor nucleici prin reacția PCR, a deschis noi orizonturi pentru depistarea și identificarea acestor microorganisme Metodele moleculare sunt utilizate curent numai în laboratoare de referință sau de cercetare cu dotări speciale Ele sunt mult mai laborioase și mai costisitoare decât metodele convenționale și nici una nu este universal acceptată De asemenea, densitatea și diversitatea bacteriană din conținutul intestinal limitează mult recunoașterea și amplificarea elementelor caracteristice, direct din prelevatul biologic în prezent sunt comercializate sonde moleculare pentru identificarea Campylobacter spp din cultură c) diagnosticul serologic constă în evidențierea anticorpilor anti C coli și C jejuni Anticorpii Ig A și Ig M apar în primele 10 zile de la debutul infecției și scad în 1-2 Săptămâni, în timp ce Ig G persistă săptămâni sau luni Pot apare reacții fals pozitive cu anticorpii anti Legionella Nu se utilizează ca metodă de rutină d) lizotipia se recomandă focarelor epidemice sau când se suspectează transmiterea interpersonală a germenilor i se efectuează numai în laboratoare de referință 838 BIBLIOGRAFIE BARRETT, T J PATTON, C M , MORRIS, G K : Differentiation of Campylobacter species using phenotypic characterization, 1988, Lab Med , 19:96-102 2 BLACK R E , LEVINE, M M , CLEMENTS, M L et al : Experimental Campylobacter jejuni infection in humans, 1988, J Infect Dis , 157:472 3 BLASER M J , BERKOWITZ, I D , LAFORCE, F M et al : Campylobacter enteritis: clinical and epidemiologie features, 1979, Ann Intern Med , 91:179 4 BLASER, M J , SMITH, P F , REPINE, J E , JOINER, K A : Pathogenesis of Campylobacter fetus infections, 1988, J Clin Invest , 81:1434 5 BOUCHER, S N , SLATER, E R , CHAMBERLAIN, A H et al : Production and viability of coccoid forms of Campylobacter jejuni, 1994, J Appel Bacteriol , 77:303 6 BUCK, G E : Campylobacterpylori and gastroduodenal disease, 1990, Clin Microbiol Rev , 3:1-12 7 BUIUC, D : Microbiologie medicală: ghid pentru studiul și practica medicinei, Editura ”Gr T Popa” lași, 2003 8 ENDTZ, H P , ANG, C W , VAN DEN BRAAK, N et al : Evaluation of a new commercial immunoassay for rapid detection of Campylobacter jejuni in stool samples, 2000, Eur J Clin Microbiol Infect Dis , 19:794-797 9 ETOH, Y„ DEWHIRST, F E , PASTER, B J et al : Campylobacter showae sp nov isolated from the human oral cavity, 1993, Int J Syst Bacteriol , 43:631 10 FARRUGIA, D C , EYKYN, S J , SMYTH, E G : Campylobacterfetus endocarditis: Two case reports and review, 1994, Clin Infect Dis , 18:443 11 FAUCHERE, J L , ROSEANU, A : Campylobacter et Helicobacter en pathologie digestive humaine 1991, Med Sci , 7:138 12 GOOSSENS, H HENOCQUE, G , KREMP, L et al : Nosocomial outbreak of Campylobacter jejuni meningitis in newbom infants, Lancet; 2:146, 1986 13 GRIFFITHS, P L , MORENO, G S , PARK, R W A : Differentiation between thermophilic Campylobacter species by species - specific antibodies, 1992, J Appl Bacteriol , 72:467 14 HADDEN, R D M , GREGSON, N A : Guillain-Barre syndrome and Campylobacter jejuni infection 2001, Symp Ser Appl Microbiol , 90:145S-154S 15 HANNU, T , MATTILA, L RAUTELIN, H et al : Three cases of cardiac complications associated with Campylobacter jejuni infection and review of the literature, 2005, Eur J Clin Microbiol Infect Dis , 24:619 16 HODGE, D S , BORCZYK, A , WAT, L L : Evaluation of the indoxyl acetate hydrolysis test for the differentiation of campylobacters, 1990, J Clin Microbiol , 28:1482-1483 17 HODGE, D S , PRESCOTT, J F , SHEWEN, P E : Direct immunofluorescence microscopy for rapid screening of Campylobacter enteritis 1986, J Clin Microbiol , 24:863-865 18 HODINCA, R L , GILIGANN, P H : Evaluation of the Campyslide agglutination test for confirmatory identification of selected Campylobacter species 1988, J Clin Microbiol , 26:47-49 19 JACOBS, B C , HAZENBERG, M P , Van DOORN, P A et al : Cross-reactive antibodies against gangliosides and Campylobacter jejuni lipopolysaccharides in patients with Guillain-Barre or Miller Fisher syndrome, 1997, J Infect Dis , 175:729 20 KIEHLBAUCH, J A , TAUXE, R V , BAKER, C N , WACHSMUTH, I K : Helicobacter cinaedi - associated bacteremia and cellulitis in immunocompromised patients, 1994, Ann Inter Med 121:90-93 21 KULKARNI, S P , LEVER, S , LOGAN, J M J , LAWSON, A J , STANLEY, J„ SHAFI, M S : Detection of Campylobacter species: a comparison of culture and polymerase chain reaction based methods 2000 J Microbiol Immunol Infect , 33:241-247 839 22 LASTOVICA, A J , ENGEL, M E , BLASER, M J : Atypical campylobacters and related microorganisms In: Infections of the gastrointestinal tract, 2nd ed, Blaser, M J , Smith, P D , Ravdin J I , et al (Eds) Lippincott Williams and Wilkins, Philadelphia, p 719, 2002 23 LEVY, I , WEISSMAN, Y , SIVAN, Y , BEN-ARI, J : Acute encephalopathy associated with Campylobacter enteritis, 1986, Br Med J (Clin Res Ed ), 293:424 24 LINTON, D„ LAWSON, A J , OWEN, R J , STANLEY J : PCR detection identification to species level, and finger printing of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli direct from diarrheic samples, 1997, J Clin Microbiol , 35:2568-2572 25 LIOR, H : New, extended biotyping scheme for Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and „Campylobacter laridis”, 1984, J Clin Microbiol , 20:636 26 MACFADYEAN, E, STOCKMAN, S : Report of the department committee appointed by the board of agricultura and fisheries to inquire into epizoonotic abortion, 1909, Voi 3 London HMSO Abstract 27 MANSFIELD, L,P , FORSYTHE, S J : Arcobacter butzleri, A skirrowii andA cryaerophilus - potențial emerging human pathogens, 2000, Rev Med Microbiol , 11:161 28 MATSIOTA-BERNARD, P„ CHEVRIER, D , NAUCIEL C et al : Bias of phenotypic techniques for identification of Campylobacter isolates, 1995, Eur J Clin Microbiol Infect Dis , 14:153 29 MEGRAUD, F : Campylobacter In J Freney, F Renaud, W Hansen et al (eds) Manuel de Bacteriologic Clinique, 2-e edn, Elsevier, Paris, voi 3, pp 1298-1309, 1994 30 MOLDOVAN, R și colab : Microbiologie practică, Editura Mirton, 1998 31 MOLDOVAN, R și colab : Curs de microbiologie medicală, voi II, lito UMFT, 2005 32 MONSELISE, A , BLICKSTEIN, D„ OSTFELD, I et al : A case of cellulitis complicating Campylobacter jejuni subspecies jejuni bacteremia and review of the literature, 2004, Eur J Clin Microbiol Infect Dis , 23:718 33 MONTERO, A , CORBELLA, X , LOPEZ, A et al : Campylobacterfetus -associated aneurysms: Report of a case involving the popliteal artery and review of the literature, 1997, Clin Infect Dis , 24:1019 34 MORAN, A P , UPTON, M E : Factors affecting production of coccoid forms by Campylobacter jejuni on solid media during incubation, 1987, J Appl Bacteriol , 62:527 35 MORRISON, V A , LLOYD, B K , CHIA, J K S TUAZON, C U : Cardiovascular and bacteremic manifestations of Campylobacter fetus infection: Case report and review, 1990, Rev Infect Dis , 12:387 36 MURRAY, P R , ROSENTHAL, K S , PFALLER, M A : Medical Microbiology, fifth edition Mosby, 2005 37 NACHAMKIN, J„ SKIRROW, M B : Campylobacter, Arcobacter and Helicobacter In L Collier a Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson’s Microbiologie and Microbial Infections 9-th edn Arnold, London, voi 2, pp 1237-1256, 1998 38 NELSON, J M , SMITH, K E , VUGIA, D J et al : Prolonged diarrhea due to ciprofloxacin-resistant Campylobacter infection, 2004, J Infect Dis , 190:1150 39 NICHOLSON, M A , PATTON, C M : Application of Lior Biotyping by use of genetically identified Campylobacter strains, 1993, J Clin Microbiol , 31: 3348 40 PASTER, B J , DEWHIRST, F E : Phylogeny of campylobacters, wolinellas, Bacteroides gracilis and Bacteroides ureolyticus by 16S ribosomal ribonucleic acid sequencing, 1998, Int J Syst Bacteriol , 38:56-62 41 PATRICK, R„ MURRAY, ELLEN, JO, BARON et al : Manual of Clinical Microbiology, 7-th edn Washington, D C 1999 42 PENNER, J L : The genus Campylobacter: A decade of progress, 1988, Clinic Microbiol Rev 1:157- 172 43 REES, J H , SOUDAIN, S E , GREGSON, N A HUGHES, R A C : Campylobacter jejuni infection and Guillain-Barre syndrome, 1995, N Engl J Med , 333:1374 840 44 ROBINSON, D A : Infective dose of Campylobacter jejuni in milk 1981, Br Med J (Clin Res Ed ) 282:1584 45 ROGOL, M„ SCHNAIDMAN, B , KATZENELSON, E : An improved medium for preservation and transportation of Campylobacter, 1990, Israel J Med Sci , 26:352 46 SAEED, A M , HARRIS, N V , DIGIACOMO, R E: The role of exposure to animals in the etiology of Campylobacter jejuni /coli enteritis, 1993, Am J Epidemiol , 137:108 47 SCOTTER, S L , HUMPHREY, T J , HENLEY, A : Methods for the detection of thermotolerant Campylobacters inf foods: results of an interlaboratory study, 1993, J Appl Bacteriol 74:155 48 SICINSCH1, L : Identificarea comparativă a tulpinilor de Campylobacter prin teste enzimatice tradiționale și reacția de amplificare genică, 1995, Bacteriol Virusol ParazitoL Epidemiol , 40:221 49 SICINSCHI, L : Infecția cu Campylobacterii Aspecte noi în diagnosticul de laborator Centrul Editorial- Poligrafic Medicina al USMF, Chișinău, 1998 50 SORVILLO, F J , LIEB, L E , WATERMAN, S H : Incidence of campylobacteriosis among patients with AIDS in Los Angeles County, 1991, J Acquir Immune Defic Syndr , 4:598 51 SKIRROW, M B , BLASER, M J : Campylobacterjejuni In: Infections of the gastrointestinal tract, 2nd ed, Blaser, M J , Smith, P D , Ravdin, J I et al (Eds), Lippincott Wiliams & Wilkins, Philadelphia p 719, 2002 52 SMITH, K E , BESSER, J M , HEDBERG, C W ET AL : Quinolone-resistant Campylobacter jejuni infections in Minnesota, 1992-1998 1999, N Engl J Med , 340:1525 53 SOLNICK, J V , O’ROURKE, J„ LEE, A , PASTER, B J , DEWHIRST, F E , TOMPKINS, L S : An uncultured gastric spiral organism is a newly identified Helicobacter inhumans, 1993 J Infect Dis 168:379-385 54 SODERSTROM, C , SCHALEN, C , WALDER, M : Septicaemia caused by unusual Campylobacter species (C laridis and C mucosalis), 1991, Scand J Infect Dis , 23:369 55 STEELE, T W , McDERMOTT, S N : Technical note: The use of membrane filters applied directly to the surface of agar plates for the isolation Campylobacterjejuni from feces 1984, Pathology, 16:263-265 56 STERN, N J , JONES, D M , WEESLEY, I W et al : Colonization of chicks by non-culturable Campylobacter spp , 1994, Lett Appl Microbiol , 18:333 57 STONNET, V , SICINSCHI, L , MEGRAUD F et al : Rapid detection of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli isolated from clinical specimens using the polymerase chain reaction, 1995 Eur J Clin Microbiol Infect Dis , 14:355 58 THOMPSON, L M III, SMIBERT, R M , JONSON, J L et al : Phylogenetic study of the genus Campylobacter 1988, Int J Syst Bacteriol 1988, 38:190-200 59 TU, Z C , GAUDREAU, C , BLASER, M J : Mechanisms Underlying Campylobacter fetus Pathogenesis in Humans: Surface-Layer Protein Variation in Relapsing Infections, 2005, J Infect Dis , 191:2082 60 URSING, J B , LIOR, H , OWEN, RJ : Proposal of minimal standards for describing new species of the Family Campylobacteriaceae, 1994, Int J Syst Bacteriol , 44:842 61 UZOIGWE, C : Campylobacter infections of the pericardium and myocardium, 2005, Clin Microbiol Infect , 11:253 62 Van ETTERIJCK, R , BREYNAERT, J , REVETS, H et al : Isolation of Campylobacter concisus from feces of children with and without diarrhea, 1996, J Clin Microbiol , 34:2304 63 VANDAMME, P , GOOSSENS, H : Taxonomy of Campylobacter, Arcobacter and Helicobacter: areview, 1992, Zbl, Bacteriol , 276:447 64 VANDAMME, P„ DANESHVAR, M I , DEWHIRST, F E , PASTER, B J , KERSTERS K GROOSSENS, H , MOSS, C W : Chemotaxonomic analyses of Bacteroides gracilis and Bacteroides ureolyticus and reclassification of B gracilis as Campylobacter gracilis comb nov , 1995, Int J Syst Bacteriol , 45:145-152 841 65 VANDAMME, P , De LEY, J : Proposal for a new family Campylobacteraceae 1991 Int J Syst Bacteriol , 41:451-455 66 VANDAMME, P , FALSEN, E„ ROSSAU, R et al : Revision of Campylobacter, Helycobacter and Wolinella taxonomy: Emendation of generic description and proposal of Arcobacter gen nov , 1991 Int J Syst Bacteriol , 41:88-103 67 VERNON, M , CHATLAIN, R : Taxonomic study of the genus Campylobacter and designation of the neotype străin for the type species, 1973, Int J Syst Bacteriol , 23:122 68 WASSENAAR, T M : Toxin production by Campylobacter spp , 1997, Clin Microbiol Rev 10:466 69 WASSENAAR, T M , BLASER, M J : Pathophysiology of Campylobacter jejuni infections of humans 1999, Microbes Infect , 1:1023 70 WASSENAAR, T M , NEWELL, D G : Genotyping of Campylobacter spp , 2000, Appl Environ Microbiol , 66:1 71 WINN W C Jr„ KONEMAN, E W , ALLEN, S D et al : Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, Lippincott Wiliatns & Wilkins, 2006 72 WOOD, C J , FLEMING, V , TURNIDGE, J et al : Campylobacter peritonitis in continuous peritoneal dialysis: A report of eight cases and a review of the literature, 1992, Am J Kidney Dis , 19:257 33 6 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM-NEGATIVI DIN GENUL HELICOBACTER (ALEXANDRU RAFILA) INTRODUCERE Helicobacter pylori a fost identificat pentru prima dată la om în anul 1982 de către Warren și Marshall și se găsește în mod obișnuit la persoanele care prezintă ulcer gastric sau duodenal, localizarea cea mai comună fiind la nivelul mucoasei gastrice antrale și fundice, sub stratul de mucus Inițial această bacterie a fost clasificată ca făcând parte din genul Campylobacter {Campylobacterpylori), însă deosebirile de ordin fenotipic și mai ales genotipic au determinat constituirea acestui nou gen Ulterior a devenit evident ca microorganisme asemănătoare colonizează și mucoasa gastrică a unor animale, acestea dovedindu-se ulterior că aparțin aceluiași gen, datorită asemănărilor genetice cu H pylori 33 6 1 Minidefiniție Bacteriile din genul Helicobacter sunt bacili gram negativi încurbați sau spiralați cu o grosime de 0,3-1 p și o lungime de 1,5 p până la 10 p în cazul cultivării prelungite pot apărea forme sferice Sunt bacterii nesporulate, mobile cu flagelii dispuși bipolar sau, în cazul Helicobacterpylori, cu dispoziție unipolară La cele mai multe specii flagelii prezintă teacă, însă există specii (H pullorum) care prezintă flageli fără teacă, asemănător cu situația întâlnită la bacteriile din genul Campylobacter Cresc cel mai bine la 37°C, într-o atmosferă cu o concentrație de oxigen de 5-10% și în prezența СО, în concentrație de 5-12% Unele specii necesită pentru creștere și concentrații crescute de hidrogen, de 5-10% Caracteristicile biochimice comune bacteriilor aparținând acestui gen constau în reacția oxidazei care este pozitivă și în activitatea fennentativă slabă asupra zaharurilor 842 33 6 2 Considerații taxonomice Specia tip a genului Helicobacter este H pylori, bacterie patogenă umană, care alături de H mustelae, a constituit primul reprezentant al genului înființat în anul 1989 de către Goodwin și colab în momentul de față genul Helicobacter cuprinde 30 de specii validate conform regulilor internaționale ale nomenclaturii bacteriene Lista acestor specii este prezentată în tabelul 33 12: Tabelul 33 12 H acinonychis H canadenșis H equorum H mastomyrînus H pullonnn H anseris H caniș H felis H mesocricetorum H pylori H aurati H cetorum H fennelliae H muridarum H rodentium H bilis H cholecystus H ganmani H mustelae H salomonis H bizzozeronii H cinaedi H hepaticus H nemestrînae H trogontum H brantae H cynogastricus H marmotae H pametensis H typhlonius Din punct de vedere genetic bacteriile aparținând acestui gen sunt apropiate de cele din genul Campylobacter, având o proporție asemănătoare a G+C care variază între 35 și 48% ’ 33 6 3 Habitat, epidemiologie și implicații în patologie Speciile aparținând genului Helicobacter pot fi întâlnite în tractul gastrointestinal și în căile hepatobiliare atât la om cât și la numeroase mamifere (câini, pisici, vite, porci, rozătoare) și la păsări Ele ajung pe sol și în apele de suprafață odată cu materiile fecale, însă viabilitatea lor nu a fost demonstrată, fiind identificate în mediu doar prin tehnici de biologie moleculară Speciile de Helicobacter pot fi împărțite în categoria celor cu habitat gastric și respectiv speciile cu habitat enterohepatic Speciile cu habitat gastric posedă o caracteristică comună care se referă la capacitatea de a produce urează Ele se dezvoltă în interiorul sau sub stratul de mucus adiacent epiteliului mucoasei gastrice, colonizând cardia, corpul stomacului și antrul, uneori chiar și mucoasa duodenală Această categorie nu este prezentă decât rareori în sânge, spre deosebire de speciile enterohepatice care produc frecvent bacteriemii H pylori constituie specia tip care colonizează stomacul uman Practic orice regiune a stomacului poate fi colonizată, mai ales acolo unde secreția de mucus este abundentă; sunt afectate zona antrală, urmată de zona cardiei și a corpului stomacului De asemenea zonele cu metaplazie gastrică de la nivelul duodenului pot constitui sediul infecției cu H pylori Peste jumătate din populația lumii este infectată cu H pylori, însă proporțiile sunt mult modificate dacă se fac comparații între țările dezvoltate și cele în curs de dezvoltare De asemenea, adulții sunt mult mai frecvent infectați decât copiii, însă proporția infecțiilor Ia vârste tinere este evident mai ridicată în țările în curs de dezvoltare atingând 50% la 10 ani, respectiv 90% la vârsta adultă Copiii prezintă risc de infecție crescut la vârste foarte mici, după vârsta de 5 ani acesta scăzând foarte rapid Cauzele răspândirii mai frecvente a infecției în țările în curs de dezvoltare sunt legate de condițiile socio-economice precare, lipsa unor condiții igienico-sanitare minimale și de supraaglomerare Transmiterea infecției se face de la persoană la persoană pe cale fecal-orală sau oral-orală, în focare intrafamiliale sau în zonele cu densitate ridicată a populației unde lipsesc facilitățile 843 sanitare Până în prezent nu a fost descoperit un rezervor în mediul înconjurător drept sursa a infecției O altă specie implicată în patologia umană, care împarte habitatul gastric cu H pylori este H heilmanii Acesta nu afectează însă decât circa 1 % din populație, coinfecția cu H pylori fiind posibilă Nu este clar rolul patogen al acestei specii, însă există studii care indică asocierea infecției cu H heilmanii cu gastrița și ulcerul peptic Speciile cu habitat enterohepatic sunt numeroase și pot produce la om gastroenterite mai ales la persoanele imunodeprimate H cinaedi, H fenneliae, H canadensis, H caniș H pullorum au fost izolate în ultimii ani de la pacienți cu gastroenterită, dar și cu alte afecțiuni (celulită, artrită monoarticulară, bacteriemiesfebrilă), uneori corelate cu infecția cu HIV Spre deosebire de speciile cu habitat gastric, acestea pot fi izolate în mod obișnuit din materiile fecale Există de asemenea numeroase specii aparținând genului Helicobacter care nu au fost izolate Ia om 33 6 4 Caractere microscopice H pylori prezintă următoarele caracteristici microscopice: bacilii gram-negativi sunt incurbați cu aspect asemănător literei S sau spiralați, nesporulați având o dimensiune variabilă între 0,5-1 p grosime și 2,5-4 p lungime Studiile de microscopie electronică au relevat faptul că bacteria prezintă capete rotunjite, iar flagelii unipolari sunt în număr de 4-8 și prezintă teaca H pylori poate prezenta aspect cocoid în cazul expunerii prelungite la aerul atmosferic, corelat cu o diminuare importantă a viabilității 33 6 5 Caractere de cultivare Speciile aparținând genului Helicobacter cresc în condiții de microaerofilie Creșterea în aerobioză nu este posibilă și mai mult, există o specie anaerobă, respectiv H ganmani Intervalul temperaturii de creștere variază între 30-42°C cu o temperatură optimă de 37°C Mediile lichide utilizate pentru cultiyare trebuie să conțină ser de cal sau de vițel Mediile solide utilizate sunt agar-sânge, agar-infuzie creier-cord, agar brucella, agar Columbia sau agar Skirrow suplimentate cu ser de cal 5-10% Mediile trebuie sa fie proaspăt preparate, incubarea se face în microaerofilie Amestecul de 5-10% bioxid de carbon, 80-90% azot și 5-10% oxigen este considerat optim Pe aceste medii creșterea este relativ lentă, coloniile apărând după 3-5 zile de incubare Coloniile sunt translucide, convexe și bombate, având un diametru de 1-2 mm Pot produce hemoliză pe agar cu sânge de cal H pylori este omogen din punct de vedere al caracteristicilor biochimice, determinând reacții pozitive pentru urează, oxidază și pentru catalază Există patru biotipuri, clasificate pe baza câtorva caractere biochimice, însă unul dintre ele este dominant, depășind 80% dintre tulpinile circulante 33 6 6 Genetica Odată cu secvențierea completă a genomului unei tulpini H pylori în anul 1997 urmată de secvențierea unei a doua tulpini în 1999, studiile genomice s-au dezvoltat rapid în scopul identificării genelor implicate în sinteza factorilor de virulență ai bacteriei, adică a adezinelor, a toxinei vacuolizante și a citotoxinei 844 Până în prezent nu a fost posibilă asocierea unei anumite genovariante cu gradul de patogenitate și de aceea se folosește identificarea prezenței genei asociate citotoxinei 5 mm diametru pe agar-sânge cu cistină și glucoză - - - 4- - Acid din: Zaharoză - - - (+) Glucoză, maltoza și manoză (+) (+) - (+) Glicerol 4- - (+) (+) Citrulinureidază 4- - 4- 4- H2S din cisteină/cistină + 4- 4- 4- S+ Oxidază - - - - 4- Catalază S4- S4- S4- S4- S4- Gelatină, lichefierea - - - - 4- ' Aglutinarea cu ser F tularensis 4- 4- + - F novicida - - - + Sensibilitatea la antibiotice Antibioticul de elecție pentru tratamentul tularemiei este streptomicină Gentamicină este alternativa terapeutică, dar sunt comunicate recăderi (Risi,1995), la fel ca și pentru tetracicline și cloramfenicol Tulpinile de Etularensis sunt sensibile la fluorochinolone (ciprofloxacin, norfloxacin, levofloxacin) Izolatele de E philomiragia sunt sensibile la aminoglicozide, flourochinolone, tetracicline; cu sensibilitate variabilă la amoxicilin- clavunalat, rifampicină și eritromicină BIBLIOGRAFIE PENCEA I (1985): Genul Francisella în V, Bîlbîie,, N Poszgi (editori) bacteriologie Medicală Editura Medicală, București, pp 183-192 STEWART, S J (1995) : Francisella In P R Murray, E J Baron, M A Pfaller et al (eds) Manual of Clinica! Microbiology, 6'th edn, A S M Press, Washington D C , Op Citată pp 5445-548 858 WASHINGTON W Jr„ S AT T F N W JANDA et al (2005): Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6,h edn, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia NANO, ЕЕ , K L ELKINS (2005): Francisella In Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 10"1 edn Bacteriology vol l, Hodder Arnold, London, pp GUYCAVA, D (1998): First isol ation of Francisella tularensis subps tularensis in Europa Eur J Epidemiei 14: 797-802 JOHNANSON, A , A IBRAHIM, I GORANSSON et al (2000): Evaluation of PCR-based methods for discriminitation of Francisella species and subspecies and development of specific PCR that distin-guishes the two major species of Francisella tularensis J' Clin Microbiol 38: 4180-4185 R1SI, G F , D J PLOMBO (1995): Relapse of tularemia after aminoglycoside therapy: Case report and discussion of therapeutic options Clin lnfect Dis 20:174-175 33 9 IDENTIFICAREA GENURILOR PASTEURELLA, MANNHEIMIA, ACTINOBACILLUS (CARMEN PÂNZARU) 33 9 1 Minidefiniții în genul Pasteurella sunt încadrați bacili/cocobacili gram-negativi, imobili, facultativ anaerobi, care reduc nitrații la nitriți, fermentează zaharoza, rar lactoza Majoritatea speciilor sunt oxidazo- și catalazo-pozitive Speciile cu interes medical produc indol Conținutul de G+C al ADN cromosomal este de 40-45 mol % Mannheimia ( Pasteurella haemolytica/Pasteurella granulomatis”} reunește bacili/ cocobacili gram-negativi, imobili, facultativ anaerobi, oxidazo- și catalazo-pozitivi, ureazo-negativi (diferențiere față de speciile animale de Actinobacillus}, produc acid din manitol (diferențiere față de Haemophilus}, dar nu din manoză (diferențiere față de Pasteurella} Genul Actinobacillus reunește bacili foarte mici/cocobacili gram-negativi, imobili, nesporulați, facultativ anaerobi, care atacă carbohidrații fermentativ țară producere de gaz Toți membrii genului produc fie oxidază, fie fosfataza alcalină Nu produc indol Adevăratele specii ale genului sunt ureazo-pozitive, produc acid din maltoză și manitol, dar nu din trehaloză Conținutul ADN cromosomal în G+C este de 40-43 mol % 33 9 2 Considerații taxonomice Pasteurella, Mannheimia, Actinobacillus aparțin familiei Pasteurellaceae alături de Haemophilus, Gallibacterium, Lonepinella, Phocoenobacter Studiile de hibridare ADN-ADN, secvențirea ARNr 16S au demonstrat heterogenitatea genurilor Pasteurella și Actinobacillus, impunând reclasificări aflate în continuă remaniere Pentru ambele genuri taxonomiștii au propus gruparea speciilor în specii sensu stricto și specii cu taxonomie incertă 859 în genul Pasteurella au fost stabilite: • Specii sensu stricto: Pasteurella multocida subsp multocida, Pasteurella multocida subsp septica, Pasteurella multocida subsp gallicida, P caniș, P stomatis, P dagmatis, P gallinarum, P volantium, P avium, P langaa, Pasterurella specia A și Pasteurella specia B • Specii cu taxonomie incertă: P aerogenes, P bettyae, P caballi, P mairii, P pneumotropica, P testudinis, P lymphangitidis, P trehalosis Recent P anatis a fost reclasificat drept Gallibacterium anatis „Pasteurella haemolytica group” (P haemolytica sensu stricto și P gramdomato-sis) a suferit remanieri: • Investigațiile genotipice ale tulpinilor ,p haemolytica ” trehaloză pozitive (biotipul T) au condus la reclasificarea ca P trehalosi, deși există slabă înrudire genetică cu Pasteurella • Un nou gen, Mannheimia, a rezultat din reclasificarea tulpinilor de „Л haemolytica'' trehaloză-negative (biotipul A) și a „P granulomatosis” bazată pe criterii fenotipice și genotipice în genul Mannheimia pe baza secvențierii ARNr 16S au fost identificate 5 specii (M haemolytica, M granulomatis, M glucosida, M ruminalis, M varigena), dar numai M haemolytica a este implicată în infecții umane Actinobacillus are membrii încadrați în: • Specii sensu stricto: A lignieresii (specia tip), A lignieresii, A equuli, A pleuropneumoniae, A suis, A arthridis, A hominis, A ureae • Specii cu status taxonomic incert: A actinomycetemcomitans, A capsulatus, A muris, A seminis, A roșii, A minor, A dephinicola, A succinogenes, A scotiae, A porcinus A actinomycetemcomitans este mult mai aproape de H aphrophilus, PI paraphrophilus, H segnis decât de oricare altă specie de Actinobacillus, dar a rămas în acest gen deoarece nu prezintă asemănări cu PI influenzae (specia tip a genului Plaemophilus) 33 9 3 Habitat și implcații în patologie Pasteurelele și speciile genului Mannheimia au habitat natural variate mamifere si păsări (mucoasele tractusului respirator superior și digestiv) , la care detemină infecții primare sau secundare grave Omul devine ocazional gazdă accidentală pentru unele specii ca urmare a contactului cu animalele (tabelul 33-15) Speciile frecvent izolate din infecții la om sunt P multocida subsp multocida, P multocida subsp septica, P dagmatis, P caniș, P stomatis Cele mai multe specii de Actinobacilus au habitat animal, fiind comensale, ocazional patogene, întractusul respirator, digestiv, genital Dintre acestea^, lignieresii, A equuli, A suis pot fi izolate din infecții umane ce survin în contextul contactului cu animalele Habitat uman au și A ureae, A hominis, A actinomycetemcomitans (numele speciei este legat de izolarea „concomitentă” cu specii de Actinomyces din abcese și alte infecții) (tabelul 33-15) 860 Tabelul 33-15 Specii de Pasteurella, Mannheimia și Actinobacillus implicate în infecții umane Specia Gazde naturale Infecții umane, circumstanțe, localizări Pasteurella multocida Nasofaringe și cavitatea bucală Patogen primar implicat în septicemia hemaoragică a bovidee-lor, holera păsărilor, variate pasteureloze ale altor animale Patogen secundar, pneumonii la variate specii (capre, oi, vite, porci) Este posibil portajul nasofarigian Infecții ale plăgilor mușcate de animale, infecții sistemice (inclusiv meningită, șoc septic, septicemii intrapartum, endocardite pe valve native sau protezate) după mușcătura de animal sau la pacienți cu hemopatii maligne, ciroză hepatică, LED HIV infectați; infecții pulmonare, vulvite abcese tuboovariene, keratite endoftalmite P pneumotropica Câini, pisici, șobolani, șoareci: tract respirator Infecții ale tractusului respirator inferior, abcese Meningită, endcardită, bacteriemii, artrite, osteomielite infecii ale plăgilor, celulite, pneumonie, peritonită (pacient cu dializă peritoneală, prin contaminarea tubului de dializă de la un hamster) Infecțiile survin frecvent după expunere la mușcătura sau zgârieturi de animal (câini, pisici) P aerogenes Porc: parte a florei orofarin-giene și intestinale Ocazional izolată de la iepuri și cobai Rar infecții ale plăgilor mușcate de porc domestic și sălbatic, cobai A fost izolată din urechea și faringele unui avorton a cărei mamă găzduia în vagin bacteria și care lucra la o fermă de porci Un caz de osteomielită vertebrală la o femeie de 62 ani Iară contact cu animal sau imunosupresie P caniș Cavitatea orală: câini (biovarul 1), vite (biovar 2) Infecții ale plăgilor mușcate de câini P stomatis Nasofaringe: câini și pisici Infecții ale plăgilor mușcate de câini și pisici P dagmatis Câini, pisici: flora cavității orale Infecții ale plăgilor mușcate de câini, pisici, ale altor plăgi la pacienți în contact cu animalele Cauză rară de pneumonie, bac-teriemie, endocardite Septicemie la un diabetic după septicemie cu P multocida 861 Tabelul 33-15 (continuare) Specia Gazde naturale Infecții umane, circumstanțe, localizări P bettyae (CDC grup НВ-5/ P bettii) 9 Isolată din: infecții materno-fetale (lichid amniotic, placentă, sângele nou-născuților); de la femei, abcese ale glandelor Bartholin uretrită (sugerată transmiterea prin contact sexual), PID (pelvic infla-matory desease) plăgi chirurgicale, leziuni supurative ale degetelor și piciorului Mannheimia haemolytica (P haemolytica sensu stricto, P haemolytica biotip A) Portaj în naso-faringe și ami-gdalele oilor, caprelor, intestinul găinilor și curcanilor Determină pasteureloza pneu-monică a vacilor, mastite ale oilor, septicemii ale mieilor Rar cauză de infecții la om după contact cu animale Infecție a grefonului aortic în asociere cu streptococ p-hemolitic grup C Un caz de endocardită la pacient fără expunere la contact cu animale Actinobacillus lignieresii Comensal în gura și rumenul vitelor și oilor, leziuni granu-lomatoase în special ale extremităților cefalice a vitelor și oilor, mai rar pulmonare, hepatice, musculare etc Leziuni ale limbii la câini și cai, ale oviductului la rațe Limfadenite la șobolani de laborator Colonizează tractusul respirator superior, genital la cai și porci Ca și A suis și A equuli Infecții ale plăgilor mușcate de cal și oaie, bacteriemii A urea Comensal neobișnuit al tractusului respirator superior și intestinului omului Implicat ocazinal în infecții ale tractusului respirator, izolat de la pacienți cu ozenă; implicat în endocardite, meningite, peritonite (postchirurgicale), ciroză alcoolică, meningite (asociate traumatismului cranian, HIV infecției) A, equuli Comensal în gura și intestinul cailor Supurații cu diferite localizări și infecții sistemice la cai și porci, mai rar la câini și maimuțe, enterite ale vacilor Infecții ale plăgilor mușcate de cal și oaie, bacteriemii ‘ A susis Posibil comensal în orofaringele porcilor Variate infecții la porci și cai Tulpini foarte asemănătoare izolate la rațe și lebede 862 Tabelul 33-15 (continuare) Specia Gazde naturale Infecții umane, circumstanțe, localizări A hominis Comensal neobișnuit al tractusului respirator superior al omului Implicat în infecții pulmonare cronice; septicemii mortale la pacienți cu VAB și/sau bacte-riemie la pacienți cu boli cardiovasculare, alcoolism cronic, dependență de droguri, afecțiuni psihiatrice, ciroză hepatică alcoolică, insuficiență hepatică; meningită după traumatism cranian, HIV infecție, peritonite după intervenții chirurgicale, diabet, ș a A actinomycetemcomitans Parte a florei normale a cavității orale, în particular crevasele gingivale și supragingivale; placa dentară la om Implicat în patologia parodontală; asociat în leziunile de actino-micoză; ocazional implicat în persistența leziunilor actinomi-cotice după dispariția Actinomyces israelii sub antibioticoterapie; endocardite (valve native/pro-tezate); infecții ale plăgilor 33 9 4 Caractere de cultivare Multe specii de Pasteurella pot cultiva pe agar nutritiv dacă utilizăm un inocul bogat în general pasteurelele sunt pretențioase nutritiv și trebuie izolate pe agar-sânge sau agar-ciocolat Pe agar Mac Conkey nu cultivă; excepție fac unele tulpini de P pneumotropica, variabil P bettyae, P aerogenes, P trehalosi Singura specie capnofilă este P bettyae Majoritatea speciilor formează după 24 ore de incubare la 37°C colonii mici, de 0,5-1 mm, rotunde, netede, convexe, transparente, strălucitoare, nehemolitice Coloniile de P multocida, cu aceeași morfologie, sunt cenușii-gălbui, brunifică ușor mediul înconjurător, degajă un miros caracteristic din cauza producerii de indol în cantitate mare După 5 zile la 37°C ajung la diametrul de ~6 mm, apar cu inele concentrice sau fine striații, centrul se brunifică, se opacifiază și devine fin granular în timp ce periferia rămâne cenușiu-gălbuie, omogenă, strălucitoare, transparentă în bulion, după 24 ore la 37°C, P multocida determină apariția unei ușoare opalescențe cu depozit fin granular sau vâscos, trăsături ce se accentuează cu vârsta culturii Tulpinile izolate din tractul respirator pot forma colonii mucoide Mannheimia haemolytica, P trehalosi formează pe agar cu sânge de berbec colonii cu o zonă îngustă de Ș-hemoliză, iar pe agar cu sânge de miel dublă hemoliză: o zonă internă îngustă de Ș-hemoliză, o zonă mai largă spre exterior de hemoliză incompletă în subculturi pierd caracterul hemolitic Coloniile de M haemolytica au 4 mm, sunt rotunde, strălucioare, convexe, cele de Ptrehalosi sunt cu aceeași morfologie, dar mai mari Creșterea speciilor de Actinobacillus este favorizată de îmbogățirea mediilor cu sânge (agar-sânge, agar-ciocolat) sau ser sanguin Cu excepția A actinomycetemcomitans 863 coloniile pe medii agarizate își pierd viabilitatea după 5-7 zile Pe agar Mac Conkey cultivă speciile animale, unele tulpini de A actinomycetemcomitans și de A ureae A actinomycetemcomitans cultivă mai lent pe agar-sânge sau agar-ciocolat cu apariția de colonii vizibile după 48-72 ore la 37°C, de 0,5-1 mm, netede, opace, vâscoase, aderente la mediu, dificil de secționat, mai mult sau mai puțin acuminate, nehemolitice La incubare prelungită (5-7 zile) cresc în diametru și devin stelare Prin subcultivare pierde capacitatea de a forma colonii stelare și aderența In bulion cultivă asemănător cu Haemophilus aphrophilus: mediul clar cu discret sediment și formare de granule transparente, cu diametrul de 0,5-1 mm, la partea inferioară a tubului și pe pereții laterali, dar în subculturi tulbură mediul Este singura specie capnofîlă, micro-aerofilă, preferențial anaerobă Celelalte specii de Actinobacillus, în special cele animale, formează colonii mai mari, dar tot vâscoase Caracterul vâscos al creșterii se pierde în subculturi, cu excepția A equuli, care formează cele mai vâscoase colonii A suis și unele tulpini de A equuli produc Ș-hemoliza pe agar sânge, A ureae ușoară a-hemoliză, restul speciilor sunt nehemolitice 33 9 5 Caractere microscopice La examenul microscopic speciile de Pasteurella și M haemolytica apar ca bacili gram-negativi mici de 0,3-1 pm/2 pm lungime, cu aspect polimorf, frecvent cu forme cocobacilare sau cocale asociate Pe frotiurile din prelevate patoogice este mai evidentă tendința de a fixa colorantul bipolar Actinobacillus cuprinde bacterii gram-negative cu forme bacilare scurte 0,1 pm/ 0,4 pm, cocobacilare, sferice sau filamentoase, coexistând în aceeași cultură Dispoziția pe frotiu este asemănătoare caracterelor alfabetului morse (formele cocoide sunt dispuse la polii formelor bacilare sau fîlametoase în puroiul leziunilor actinomicotice A actinomycetemcomitans are frecvent formă cocoidă (0,3-0,5 pm diametru) asemănător brucelelor, F tularensis, H aphrophilus A equuli, A lignieresii în medii cu carbohidrați fermentabili formează mai frecvent forme filamentoase Actinobacilii nu apar capsulați deși produc capsulă (imprimă vâscozitatea coloniilor) 33 9 6 Teste preliminare Speciile de Pasteurella, Mannheimia, Actinobacillus trebuie diferențiate între ele (tabelul 33-16) și față de alte bacterii care au caractere morfotinctoriale și exigențe nutritive asemănătoare: (1) Bacilii și cocobacilii gram-negativi nefermentativi din cauza reacțiilor fals-nega-tive la testarea fermentării prin metode uzuale (2) Tulpinile auxotrofe ale unor specii de bacili gram-pozitivi variabili care endosporulează aerob sunt mobile (3) Clostridiile aerotolerante și gram-variabile (C tertium, unele tulpini de C histolyticum) sunt mobile, sporulează, au spectru particular de sensibilitate la antibiotice 864 Tabelul 33-16 Teste preliminare pentru diferențierea genurilor Pasteurella și Actinobacillus de alte bacterii cu caractere morfotinctoriale și exigențe nutritive asemănătoare Genuri și specii Capnofilia Creșterea pe agar MacConkey Mobilitate Spori Oxidaza Catalaza TSI acid: La37°C и o СЧ Л U Pantă Coloană Pasteurella aerogenes 4- 4- 4- 4- 4- P bettyae + d - d + + P multocida - d 4- 4- 4- 4- P pneumotropica - d - 4- 4- 4- 4- Pasteurella, alte specii - - 4- 4- 4- 4- Mannheimia haemolytica - 4- 4- (+) 4- 4- Actinobacillus hominis - - + 4- 4- A actinomycetemcomitans 4- d - (-)b + 4- + A suis - 4- (+) (+) + 4- A ureae d - 4- d 4- + Actinobacillus, alte specii 4- (+) d 4- 4- Capnocytophaga: C gingivalis, C ochracea, C sputigena (DF-1) + d d C canimorsum, C cynodegmi (DF-2) + 4- + (-) (-) Grupele CDC DF-3 + 4- 4- EF-4a d - 4- 4- - d EF-4b d - 4- + - - Cardiobacterium hominis + - 4- 4- (+) Eikenella corrodens + - - + - - Kingella V - - 4- - V V Streptobacillus moniliformis + - - - - d d Haemophilus aphrophilus 4- - - - - - Yerrsinia + - 4- - 4- - 4- Clostridium spp gram-variabile - + 4- + - - Bacillus spp gram-variabile - + 4- 4- V + Enterobacteriaceae - 4- V V - - 4- V + Vibrionaceae - 4- + 4- - 4- 4- V + a Simboluri: + = =90% din tulpini pozitive; (+) 80-89% tulpini pozitive; d = 21-79% tulpini pozitive; (-) = 11-20% tulpini pozitive; - = >90% din tulpini negative; v = caracter variabil cu specia; spațiile albe indică lipsa datelor sau date nesemnificative b Multe tulpini de A actinomycetemcomitans sunt slab ozidazo-pozitive 865 (4) Cu Vibrionaceae, deoarece speciile de Actinobacillus și unele tulpini de Pasteurella sunt sensibile la agentul vibriostatic 0129 (2,4-diamin-6,7-diisopropilpteridină) Tipic vibrionii sunt mobili și au caractere de cultivare diferite (5) Haemophilus aphrophilus, specie independentă de factorul V, cu testul porfirinei slab pozitiv pentru că posedă sistemul enzimatic implicat în biosinteza heminei Prin testele preliminare uzual este făcută diferențierea (tabelul 33-16); rămân posibile confuzii cu unele tulpini de P bettyae Identificarea definitivă în cazul acestor izolate ca Pasteurella sau Haemophilus va fi orientată de contextul clinico-epidemiologic al izolării (6) Capnocitophaga spp , tulpini ale grupelor CDC DF3, DF4, EF-4a, EF-4b Kingella spp , Eikenella spp , Cardiobacterium hominis (tabelul 33-14) (7) Specii de Yersinia, dar acestea sunt mobile la temperatura camerei (8) Diferențierea de mutantele imobile și/sau auxotrofe de Enterobacteriaceae și Vibrionaceae poate fi dificilă (vezi mai jos) Izolatele din primocultură sunt purificate prin epuizare pe o placă cu agar-sânge Notează caracterele de cultivare, morfotinctoriale și testează oxidaza folosind tetrametil-p-fenilendiamină Repică izolatele din cultura purificată: • în două tuburi cu bulion infuzie cord creier (cu incubare la 37°C și 22°C) pentru examen microscopic (mobilitate și frotiu Gram) și ca inocul pentru testele definitive (o picătură/tub) Pe cultura din acest mediu poate fî testată și catalaza Pentru testul catalazei mai putem folosi o cultură pe pantă de agar infuzie cord • Pe o placă cu agar Mac Conkey pentru a testa creșterea sau absența creșterii • în două tuburi cu mediu Hugh-Leifson glucozat 1% pentru testul 0/F Pe același mediu urmărim și mobilitatea (corect dacă un al 3-lea tub este incubat la 22°C) Alternativ, poți însămânța numai un tub cu agar TSI 33 9 7 Teste definitive și tipări Testele propuse în tabelul 33-17 diferențiază satisfăcător speciile celor 3 genuri zolate în laboratorul clinic Pentru identificarea definitivă a speciilor de Pasteurella și Mannheimia haemolityca pot fî utilizate sistemele API 20NE, Rapid ID 32, ID32 E Identificarea P multocida până la nivel de subspecie nu este relevantă pentru izolatele umane Metode moleculare de detecție și/sau identificare ce pot fî utilizate sunt: • ARNr 23S-PCR și ARNr 23S pentru identificarea P multocida, respectiv A actinomycetemcomitans; • amplificarea genei IktA , gena structurală a leucotoxinei A actinomycetemcomitans permite identificarea și detecția speciei direct în sulcusul gingival și placa dentară • SDS-PAGE, RFLP, ribotiparea - pentru diferențierea tulpinilor atipice de A actinomycetemcomitans (e g , catalazo-negative) dehemofili și pentru studii epidemiologice Metode clasice de tipare: • Pentru A actinomycetemcomitans: antibiotipare, biotipare bazată pe fermentarea manozei, manitolului și xilozei Pentru P multocida sunt evidențiate 5 grupe capsulate (A-F) cu 16 serotipuri Izolatele umane aparțin în mare măsură grupului A și în mai mică măsură grupului D capsular 866 Caractere diferențiale ale speciilor de Pasteurella și Acdiwbacillus după Sneath și Stevens, 1990) Caracterul” bettyae 4 Q sj к Й 4 к 5 s § г ч ?3 M "5 a к y Я 5 î ’N M 'N N к i ‘n K X k Sj S a 9 2 и f-hemoliza (hematii de berbec) - - - - - - w w - - + - - Creștere pe agar MacConke/ d - - d - + d + + + - + + d d Catalaza d + + + + + + - I d - d I d + Oxidaza + + + d + + + w + (+) (+) (+) + Omitindecarboxilază + - d - d + - Esculina, hidroliza - - - d d - d + - - Urează - + - - + + - + + + + + - Îndoi sd + (+) S+ (■) + ONPG - - - - d + - d d + d (+) - - Fermentarea glucozei + + + + + + + + + T+ + + + + + Acid din: Arabinoza - d - (+) (■) - + (-) (■) w - - Xiloză (-) - d - I d + + + + + - d Galactoză + + + + + + - + d + + w - + Manoză d + I + + + + + (■) + + d + Celobioză - - - ■ - - d (-) - - - + - - Lactoză - - - (■) d - d + + T+ + - ■ Maltoză d - + (-) - + d + + + + + + (+) + Melibioză - - (•) - d d e e + T+ - + - Zaharoză I + + + + + + + + - Trehaloză d + d - (+) + - + - - - - Rafmoză - - d d - d + + d + - Manitol - - (t) - d - + + + + + - + w Sorbitol - - d - l-l - + + d - (■) - (■) (-) Salicina - - - l-i d (-1 - d - + - • 11 Simboluri:+==90% din tulpini pozitive; (+) 80-89%' tulpini pozitive; d=21-79% tulpini pozitive; (-) = 11-20%' tulpini pozitive; -=?90% din tulpini negative; s=reacții slab pozitive; T=reacții tardiv pozitive: > 24 orc pentru acidifierea carbohidraților, > 48 orc pentru fermentare in mediul Ilugh-Leifson 11 Cele trei subspecii de Pasleurella inultocidti sunt: цаііісісісі dulcitol +, sorbitol +; imihocida dulcitol -, sorbitol +; septica dulcitol sorbitol - c Variații ale rezultatelor țin de lotul mediului utilizat x ll în mediul I lugh-Lcifson după 48 orc la 77 V 5 'Pozitive după Carter (1984) 33 9 8 Sensibilitatea la antibiotice Toate speciile genului Pasteurella sunt sensibile la peniciline, cefalosporine, tetracicline Dintre macrolide azitromicina, claritromicina, roxitromicina și diritromicina sunt mai active decât eritromicină P multocida este rezistentă la vancomicină și clindamicină Antibiotice de elecție sunt penicilina și cefalosporine cu spectru extins (e g , cefotaxim, cefoperazonă, cefuroxim, ceftazidim, ceftizoxim) Rezistența la penicilină este rară (prin producere de B-lactamază tip ROB-1, TEM-1) Mannheimia haemolytica este sensibilă la penicilină, ampicilină, ampicilină-acid clavulanic, macrolide, cloramfenicol, aminoglicozide, flurochinolone; rezistentă la linezolid A actinomycetemcomitans este sensibil la cefalosporine de a 3-a generație (e g , ceftriaxona, cefuroxim, cefixim, cefotaxim, ceftazidim, cefepim), fluorochinolone, țetra-cicline, doxicicline, azitromicina, trimetoprim-sulfametoxazol, rifampicina, aminoglicozide Tratamentul, empiric, de elecție în endocardită infecțioasă este ceftriaxona în bolile periodontale este recomandată asocierea amoxicilină cu metronidazol; sau tetraciclină, doxiciclină, flurochinolone (e g , ciprofloxacin, moxifloxacin) BIBLIOGRAFIE CARTER, G R (1984) - Pasteurella In N R Krieg, J G Hoit (eds) Bergey ,s of Manual of systematic Bacteriology, 9‘th edn, Williams and Wilson Со , Baltimore, vol l, pp 552-563 HOLMED, B (1998): Actinobacillus, Pasteurella and Eikenella In L Collier, A Ballows, m Sussman (eds) Topley and Wilson’ Microbiology and microbial Infections, 9'Ihedn, Arnold, London, voi 2, pp 1191-1215 JANDA, W M , R MUTTERS (2005): Pasteurella, Mannheimia, Actinobacillus Eikenella, Kingella Capnocytofaga In Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 10’Ih edn, Bacteriology vol l, Hodder Arnold, London, pp MANNHEIM, W (1984) : Pasteurellaceae In N R Krieg, J G Hoit (eds) Op Citată pp 550-552 WASHINGTON, W Jr„ S ALLEN, W JANDA et al (2005): Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6',h edn, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia MIFL1N, J K , P J (2001): Development of 16SrRNA-based PCR assay for the identification of Pasteurella multocida Lett Appl Microbiol 33:216-221 33 10 STREPTOBACILLUS MONILIFORMIS (DUMITRU BUIUC) Streptobacillus moniliformis izolat de Levaditi et al (1926) din hemocultură unui laborant, este astăzi considerat identic cu Streptomyces murisratti (Schottmuller, 1914 Tunnicliff, 1916) și similar Haverhilla multiforme (Parker și Hudspn, 1926) Klineberger (1935) descrie existența a două forme de Streptobacillus moniliformis: una streptobacilară și alta asemănătoare micoplasmei, pe care a denumit-o forma L sau Lt Deși, forma L nu a revenit la forma bacilară, este considerată azi varianta bacteriei în faza-L 868 33 10 1 Minidefîniție Streptobacillus moniliformis este un bacii gram-negativ foarte polimorf și imobil Facultativ anaerob Pretențios nutritiv, indol, catalazo-, oxidazo-, și ureazo-negativ, degradează zaharurile fermentativ Conținutul în G+C al ADN-ului cromosomal este 24-26 mol % ’ 33 10 2 Considerații taxonomice Este singurul membru al genului Streptobacillus Genul are poziție taxonomică încă incertă, deși analiza numerică electroforetică a proteinelor indică o anumită asemănare cu ordinul Mycoplasmatales Pe baza ARNr 16S 5 moniliformis este clasificat în propusa familie „Fusobacteriaceae ” 33 10 3 Habitat și implicații în patologie Rozătoarele reprezintă rezervorul natural 5 moniliformis este găzduit în tractusul respirator superior al șobolanului sălbatic sau de laborator, șoarecelui și este eliminat uneori prin urină Este agentul etiologic al uneia din cele două forme ale febrei mușcăturii de șobolan, cealată fiind determinată de Spirillum minus Mai determină febra de Haverhill (erythema arthriticum), denumită după localitatea statului Massachusetts unde a fost descrisă izbucnirea epidemică după consumul de lapte contaminat 33 10 4 Caractere de cultivare S moniliformis este pretențios nutritiv, cultivă lent pe medii îmbogățite cu sânge, ser, lichid de ascită sau sinovial Crește optim pe agar-șocolat sau agar tripticază soia îmbogățite cu 10-20% ser sanguin, și incubare în atmosferă umedă, cu СО, la 35-37°C, pH 7,4-7,6 ” Agarul nutritiv cu 15% sânge defibrinat de iepure poate fi folosit pentru faza bacteriană; în timp ce mediul clar, bulionul și agarul infuzie cord-creier suplimentat cu 10% ser de cal, 5% extract de levură și 0,05% cisteină favorizează dezvoltarea și observarea culturii fazei L Din prelevatele contaminate, faza L este mai ușor izolată pe mediul agarizat adiționat cu acetat de taliu (1/2000, w/v) și penicilină (2U/mL) La izolarea în primocultură, asigurată de un inocul bogat, apare obligat anaerob, pentru ca în subcultură să devină facultativ anaerob După 72 ore de incubare la 37°C, în atmosferă cu СО, apar coloniile fazei bacteriene, rotunde, transparente, convexe, cenușii, „S”, untoase, cu diametru de 1-2 mm Pot fi prezente colonii mai mici, de tranziție Coloniile fazei L au aspect tipic de „ou prăjit” cu centru dens, care penetrează în agar, și periferia mai puțin densă; sunt mult mai mici (300-500 pm diametru după 24 ore) în bulion formează „sferule pufoase”, depuse la partea inferioară și pe pereții tubului, lăsând supematantul mediului clar 869 S moniliformis este menținut viabil prin repicajul la 24 ore a culturilor în bulion și la 3 zile a culturii pe mediii agarizate Pentru repicare procedăm diferențiat: din cultura în bulion prelevăm un „sferul pufos”; pentru coloniile fazei L decupăm un mic bloc de agar din zona cu cultură densă, pe care-1 depunem cu fața în jos pe suprafața mediului proaspăt și descriem cu el striuri, fără a-1 ridica în final de pe mediul de cultură 33 10 5 Caractere microscopice Pe frotiurile din prelevate patologice ori cultură, colorate Gram, apare ca bacili 0,1 -0,7 pm grosime/ 1-5 pm lungime gram-negativi, polimorfi: dispuși izolat sau formând lanțuri lungi și filamente, forme de tranziție cu umflături centrale ale formelor bacilare izolate sau înlănțuire de umflături care dau aspect moniliform lanțurilor sau filamentelor 33 10 6 Teste preliminare în context clinico-epidemiologic sugestiv caracterele microscopice, de cultivare, testele oxidazei, catalazei, indolului și ureazei negative orientează diagnosticul către S moniliformis Când izolarea nu este așteptată extindem testările preliminare conform precizărilor din tabelul 33-16 Graves și Janda (2001) identifică S moniliformis utilizând 4 criterii: (1) Necesită pentru cultivare 10-20% ser sanguin (2) în colorația Gram: prezența de bacili gram-negativi (uneori în lanțuri) și filamente cu umflături (3) Creșterea în bulion tioglicolat sub forma sferurelor pufoase (4) Fluorescență directă pozitivă 33 10 7 Teste definitive Testele definitive de identificare sunt laborioase și recurg la modalități tehnice diferite de cele pentru bacteriile curent identificate în microbiologia clinică Testările necesită plăci cu agar nutritiv de bază suplimentat cu ser de cal, extract de levură și soluții stoc ale substratului și indicatorului reacției sterilizate prin filtrare Toate testele trebuie controlate prin următorii martori: (i) mediul neinoculat conținând substratul și indicatorul (ii) mediul inoculat în care substratul a fost înlocuit prin apă distilată Repartizează câte 19 mL mediu nutritiv de bază în flacoane Erlenmeyer de 50 mL și sterilizează prin autoclavare 15 min la 121°C înainte de turnarea plăcilor, cât agarul are încă 50°C, adaugă 2,5 mL ser de cal, 1,2 mL soluție 10% extract de levură și soluția stoc de substrat și de indicator conform indicațiilor din tabelul 33-18 Omogenizează și toarnă în placă Fenilalanina, esculină și citratul feric pot fi adiționate la mediul de bază înainte de autoclavare Inoculul pentru testarea fazei bacteriene Descarcă în 2 mL soluție salină izotonă tamponul pe care ai prelevat creșterea de pe o placă cu cultura pură de testat Din această suspensie însămânțează o picătură per placă test 870 Tabelul 33-18 Testele cele mai reproductibile pentru identificarea de certitudine a Streptobacillus moniliformis' concentrații ale substratelor, indicatorilor și reactivilor utilizați Testul Substratul Indicator/ reactiv Soluția stoc (%w/v) Concentr finală (%w/v) Volum soluție stoc adăugat la 25 mî mediu Oxidază N N-dimetil-p-fenilendiamină hidriclorică 1 00 Catalaza H2O2 30 00 OxidareZ Fermentare a Glucoză Roșu fenolb 10 00 0 25 1 00 0 0025 2 5 mL 0 25 mL Acid din car-bohidrațiac Roșu fenol 10,00 0,25 1 00 0 0025 2 5 mL 0 25 mL Fosfatază Fenolftaleină difosfat sodic NaOH 1,00 20,00 0 01 0,25mL Fenilalanindezaminază DL-Fenilalanină Clorură ferică 0,25 10 00 0 0025 0 25 mL Esculina, hidroliza Esculina Citrat feric 0 10 0,05 0 025g 0 0125g Nitrat, reducerea Nitrat de potasiu Acid sulfanilinicd A-Naftilaminăd 1,00 0,80 0 50 0,10 2,50 mL Tetrazoliu, reducerea 2,3,5-Trifenil-tetrazoliu clorură 1,00 0 005 0 125 mL Telurit, reducerea Telurit de potasiu 1,00 0,005 0 125 mL 11 Pentru fermentarea carbohidraților este mai indicat ca mediu de bază agarul triptic cu cistină b Solvă 0,25 g roșu fenol în 70,5 mL soluție O,1N de NaOH și completează la 100 ml cu apă distilată c Pentru fermentarea maltozei suplimentează mediul cu ser de iepure și nu cu ser de cal, care conține maltoză d In soluție 5 N de acid acetic Inocularea pentru testarea fazei L o facem prin metoda blocului de agar (vezi mai sus) Incubează plăcile în exicator cu lumânare la 37°C Urmărește modificările de pH prin compararea plăcilor cu o scală etalon pentru roșu fenol Modificări de pH > 0,4 unități comparativ cu placa martor traduc o reacție pozitivă Dacă modificarea de pH este mai mică de 0,4 unități și limitată la aria de creștere densă, reacția este slab pozitivă Testele de fermentare a zaharurilor impun observarea până la trei săptămâni Streptobacillus moniliformis este o bacterie puțin reactivă cu următorul spectru de activitate biochimică: • Teste negative: oxidaza, catalaza, producerea de indol și fenilalanindezaminază, reducerea nitraților • Degradează glucoza fermentativ • Produce acid din: glucoză (cu gaz), galactoză, maltoză, glicogen, dextrină, rafinoză și amidon • Nu produce acid din: sorbitol și manitol 871 • Teste pozitive: fosfataza alcalină, reducerea trifenil tetrazoliului și teluritului de potasiu • Teste slab pozitive: hidroliza esculinei și producerea de H,S Identificarea rapidă poate fi realizată prin: • Determinarea profilului acizilor grași prin gaz lichid cromatografie • Evidențierea activității enzimatice a aminopeptidazelor și glicopeptidazelor utilizând API-ZYM (Biomerieux Inc ) • Profilul proteinelor prin electroforeză în gel de poliacrilamid (PAGE), care este și o metodă de tipare a tulpinilor • PCR 33 10 8 Sensibilitatea la antibiotice Streptobacillus moniliformis este sensibil la penicilină, eritromicină, cefalosporine, tetracicline, clindamicină, imipenem; mai puțin sensibil la cloramfenicol, ciprofloxacină, aminoglicozide și rezistent la acid nalidixic, norfloxacină, colistin, asocierea sulfa-metoxazol-trimetoprim Variantele L sunt rezistente la penicilină, dar sensibile la tetraciclină BIBLIOGRAFIE LEVADITI, C„ S NICOLAU, P POINCLOUX (1925): Sur le role etiologique de Streptobacillus moniliformis (nov spec) dans l’erythcme polymorphaique septicemique C R Acad Sci 180:1188-1190 MARTIN, S A (2005): Spirillum and Streptobacillus moniliformis In Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, 10'th edn Bacteriology vol l, Hodder Arnold, London, pp COHEN, R L , R G WITTLER, J E FABER (1968): Modified biochemical tests for characteriyation of L-phase variants ofbacteria Appl Microbiol 16:1655 WASHINGTON, W Jr, S ALLEN, W JANDA et al (2005): Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6'lh edn, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia GRAVES, M H , J M JANDA (2001): Rat-bite fever (Streptobacillus moniliformis): a potențial emerging disease Int J lnfect Dis 5:151-154 33 11 IDENTIFICAREA GENURILOR CALYMATOBACTERIUM, CARDIOBACTERIUM, CHROMABACTERIUM, EIKENELLA ȘI KINGELLA (MARIAN NEGUȚ, DUMITRU BUIUC) 33 11 1 Calymatobacterium Calymatobacterium granulomatis, unica specie a genului, reunește bacili capsulați, gram-negativi, imobili, aglomerați intracelular în „corpii Donovan" la pacienți cu granulom ingvinal Cultivă în sacul vitelin al embrionului de găină sau, dificil, pe medii speciale cu gălbenuș de ou proaspăt 872 Deși are înrudiri antigenice cu Klebsiella, în lipsa unei caracterizări fenotipice și genetice mai complete C granulomatis rămâne specie taxonomic neafîliată Specia este răspândită în zonele tropicale și subtropicale unde determină, mai ales la rasele cu pielea de culoare închisă, o boală transmisă sexual: granulomul ingvinal numit donovanoză Boala evoluează cu ulcerații genitale cronice, condiție de risc pentru transmiterea concomitentă a virusului imunodeficienței umane , Ckiymatobacterium granulomatis este uzual identificată prin microscopia directă a prelevatelor din granulomul ingvinal sau ulcerele genitale Examinarea secțiunilor tisulare este mai sensibilă decât cea a frotiurilor Indicate sunt colorația Giemsa lentă, Wright-Giemsa, Papanicolaou sau o impregnație argentică Organismul apare ca bacili scurți sau cocobacili de 0,5-1,5 pmgrosime/l,0-2,0 pm lungime aglomerați în corpi Donovan, de fapt fagosomi, din citoplasmă unor macrofage mari, ocazional a unor leucocite polimorfonucleare și numai rar paracelulari Fixează colorantul polar sau bipolar Capsula, uzual evidentă, poate lipsi la bacilii în multiplicare activă din leziunile în stadiul acut al bolii 33 11 2 Cardiobacterium Cardiobacterium hominis, unica specie a genului, reunește bacili gram-negativi polimorfi, ocazional filamentoși, imobili Facultativ anaerobi, atacă zaharurile fermentativ, sunt oxidazo-pozitivi, catalazo-negativi, indol-pozitivi, nu hidrolizeazâ ureea și nu reduc nitrații Taxonomic, similitudini ale secvențelor ARNr 16S justifică includerea C hommis în familia Cardiobacteriaceae alături de genurile Suttonella și Dichelobacter Frecventă în microbiota indigenă a nasului și faringelui, C hominis este ocazional cauză a unor endocardite lapacienți cu sau fără pfbteze valvulare Meningite pot complica asemenea endocardite în primoculturi C hommis este capnofilă și dependentă de factorul X în subculturi pierde aceste exigențe încât poate crește pe agar cu triptoză din soia, cu infuzie cord-creier sau agar Mueller-Hinton Creșterea aerobă este dependentă de atmosferă cu umiditate crescută Această dependență dispare la incubarea anaerobă sau în borcan cu lumânare Pe agar-sânge formează după 48 ore la 37°C colonii de 1-2 mm diametru, rotunde, netede, strălucitoare, opace, nehemo-litice La examinarea sub lupă pot fi observate filamente întrețesute care radiază spre periferie din centrul coloniilor pe care le pot cuprinde într-o plasă filamentoasă continuă Prin subcultivare coloniile devin uscate, turtite, cu circumferința neregulată invazivă și tendință la invadarea mediului, în bulion ser crește granular sau floconos, cu agregate sferice pufoase aderente la sticlă și supematant clar Microscopic C hommis apare ca bacili polimorfi de 0,5 pm grosime/1,5-3,0 pm lungime dispuși izolat, în perechi, în scurte lanțuri sau rozete Ocazional apar forme filamentoase cu lungimi între 7,0 și 35 pm Gram-negativi până la gram-variabili când rețin violetul în extremitățile umflate ale bacililor (aspect de picătură) sau în porțiunea centrală a celulei Bacilii din culturi pe medii cu extract de levură sunt morfologic mai uniformi Testele preliminare care orientează identificarea spre C hommis sunt prezente în tabelul 33-16 873 Identificarea speciei C hommis este confirmată de următoarele teste: • Cu rezultat pozitiv: fermentarea glucozei, fructozei, manozei, zaharozei, sor-bitolului, maltozei (variabil) și manitolului (variabil); indol (slab pozitiv) • Cu rezultat negativ: absența fermentării* lactozei și xilozei; urează, esculin hidroliza, nitrat reducerea, H,S (pe agar TSI), lichefierea gelatinei 33 11 3 Chromobacterium Chromobacîerium sunt bacili gram-negativi mobili printr-un singur flagel polar și uzual, 1 -4 flageli laterali subpolari Facultativ anaerobi, cresc la 25°C, dar tem paraturile minimă, optimă și maximă de creștere variază larg cu specia Produc un pigment violet nedifuzibil Degradează carbohidrații fermentațiv, sunt oxidazo-și catalazo-pozitivi, reduc nitrații și, uzual, nitriții, nu produc indol sau urează în prezent, ca urmare a reclasificării chromobacteriilor psihrofile în genul Jauthino-bacterium și a Chromobacterium fluviatile ca lodabacterfluviatile, genul Chromobacterium rămâne monospecific reprezentat prin C violaceum, de fapt și singura chromo-bacterie de interes medical Chromobacterium violaceum este izolat din sol și apele de suprafață din largi areale cuprinse între latitudinile de 35°C nordică și sudică Bacterie cu virulență redusă este relativ rar semnalată cauză a unor infecții asemănătoare melioidozei (prin circumstanța epidemiologică, evoluția septicemică însoțită de leziuni penumo-nice și abcese, tendința la recăderi și mortalitate mare în absența unui tratament etiotrop precoce), infecții intestinale sau urinare Poate infecta și alte mamifere Specia înrudită, dar nepatogenă, lodabacter fluviatile (anterior C fluviatile} este izolată din apele râurilor și în regiunile temperate Cultivă pe medii uzuale la temperaturi între 10°-15°C și 40°-42°C cu optimul la 30°-35°C Pe agarul nutritiv apariția culturii necesită totuși un inocul mai bogat Creșterea este favorizată în atmosferă umedă Deși este o specie facultativ anaerobă, puține tulpini, cu metabolism strict oxidativ, se dezvoltă lent sau deloc în anaero-bioză După 48 ore de incubare formează colonii rotunde cu margini neregulate și diametrul de 1,0-1,5 mm, ușor convexe, netede, lucioase, cu consistență untoasă, ușor emulsionabile și pigmentate în violet, pe agar-sânge determină o hemoliză variabilă, parțială (datorată producerii de lecitinază), iar unele tulpini disociază cu formare de colonii pigmentate și nepigmentate Tulbură uniform bulionul cu formare de inel violet și discretă peliculă Culturile degajă miros de cianură de amoniu Microscopic, C violaceum apare ca bacili gram-negativi, de 0,5-1,0 pm grosime/1, 5-3,0 pm lungime, drepți ori ușor încurbați, dispuși izolat sau în perechi Fixează colorantul bipolar sau neregulat din cauza incluziilor de p-hidroxibutirat colo-rabile cu negru Sudan Mobilitatea poate fi urmărită prin metodele uzuale, dar numărul și dispoziția flagelilor pot fi precizate numai prin colorații speciale (e g , colorația Leifson - vezi 32 1 8 ) Chromobacîerium violaceum poate fi individualizat între chromobacterii prin testele minimale precizate în tabelul 33-19 • incubare și urmărire până la 7 zile 874 Tabelul 33-19 Teste de diferențiere a chromobacteriilor Caractere1"1 C violaceum I fluviatile 1 lividuin Creșterea la: 3T'C (7 zile) + - - 4°C (7 zile) + + Colonii aplatizate cu tendință invazivă - + - Catabolizarea glucozei: Fermentativă 80% + - Oxidativă 20% + Lecitinază (opacifierea aganilui cu gălbenuș de ou) + -/s+ Hidroliza: Arginina d(50%) - - Esculină - - Cazeină + - Acid din: Țrchaloză + + - L-Arabinoză - - + Xiloză - - + HCN, producere de + Simboluri: + = >90% din tulpini pozitive: s+ = slab pozitiv; - = >90% din tulpini negative 33 11 4 Eikenella Genul Eikenella constă din bacili gram-negativi, imobili Capnoftli, aerobi (în prezența heminei ) și facultativ anaerobi Uzual formează colonii deprimate care erodează agarul Sunt oxidazopozitivi, cătaiazo-negativi (cel mai frecvent), aza-harolitici reduc nitrații, decarboxilează Uzina și, frecvent, omitina, nu produc arginin dihidrolază și nici urează Genul, afiliat în prezent familiei Neisseriaceae, are o singură specie, E corrodens (descrisă de Eiken în 1958 și numită până în 1972 Bacterioides corrodens), omogenă fenotipic și genotipic Eikenella corrodens este rezidentă în cavitatea orală și este frecvent incriminată în infecții traumatice ale capului și gâtului producând osteomielite și infecții chirurgicale Ca patogen ocazional a fost semnalată în bacteriemii, endocardite, sinuzite, pancreatite, parotidite și infecții pleuro-pulmonare la pacienți imunodeficienți și la toxicomani Deși inițial a fost asociată cu periodontitele, studii largi au arătat că are un rol limitat în astfel de infecții în aerobioză și atmosferă suplimentată cu 5-10% СО,, pe agar-sânge sau agar-șocolat, E corrodens formează două tipuri de colonii: • Colonii R „corozive”, forma cea mai frecventă, apar după 24 ore de incubare, inițial ca depresiuni punctiforme (cât un vârf de ac) în suprafața gelozei Ulterior depresiunile se extind și apară coloniile propriu-zise rotunde, cu marginile neregulate, diametrul de 0,5-1 mm și cu un centru ridicat, ombilical, care parcă se afundă în mediul Excavațiile produse de colonii sunt surprinse examinând cultura în iluminare oblică sub diferite unghiuri Uneori este necesară însă mișcarea coloniei cu ansa Examinate la stereomicroscop aceste colonii prezintă trei zone distincte: un centru clar, umed 875 strălucitor; o zonă intermediară puternic retractilă, granulată cu aspectul picăturilor de mercur și o zonă periferică nerefractilă cu tendință invazivă • Coloniile S se dezvoltă rar Ușor bombate, nu sunt corozive, au suprafața mată și dezvoltă după mai multe zile un pigment galben Aceste colonii, necar-acteristice, trebuie diferențiate biochimic de ale altor bacterii asociate Microscopic apar ca bacili subțiri, gram-negativi, de 0,3-0,4 pm grosime/1,5-4,0 pm lungime, dispuși izolați, în culturi bătrâne pot să apară scurte forme filamentoase, lanțuri de bacili eventual balonizați și colorați neuniform Imobili, necapsulați Testele preliminare prin care diferențiem E corrodens de alte specii cu caractere morfotinctoriale și exigențe de creștere similare pot fi consultate în tabelul 33-14 Testele definitive de identificare a acestei specii șunt incluse în tabelul 33-20 ■ Tabelul 33-20 Diferențierea principalelor genuri din familia Neisseriaceae Caractere3 Neisseria Kingella Eikenella Morfologice Coci gram-negativi în diplotetrade ori grămezi Uneori capsulați Fără flageli Cocobacili gram-negativi cu tendință de a rezista la decolorare; dispuși în diplo- ori lanțuri scurte Fără flageli Cocobacili ori bacili scurți gram-negativi; dispuși în diplo- ori lanțuri scurte Fără flageli De creștere: • în bulion cu 0% NaCl D V V • Agar nutritiv la: 25 °C D V V 35°C D + + • Agar-sânge (hemoliza) V V V • Mac Conkey D - - Exoenzimatice: Glucoza O/F D F I Acid din: Glucoză D + Lactoză D - - Zaharoză D - Maltoza D D Catalaza D - Nitrați, reducerea D D + a Simboluri: + = peste 85% tulpini pozitive; - = peste 85% tulpini negative; V = reacții variabile în cadrul speciilor; D = reacții diferite în cadrul genurilor (specii cu reacții pozitive ori negative); F = fermentare; I = inactiv 33 11 5 Kingella Genul Kingella este o grupare de bacili gram-negativi fini până la cocoizi și cu tendință de a rezista la decolorare Se dispun în perechi sau scurte lanțuri Cresc optim la 35°-37°C, pe agar sânge, aerob și mai slab anaerob Sunt oxidazo-pozitivi (la testarea cu 876 tetrametil-p-fenilendiamină) și catalazo-negativi, fermentează glucoza fără gaz Capacitatea de a reduce nitrații variază cu specia Constituit în 1976 de Henriksen și Bovre, prin reconsiderarea speciei Moraxella kingae, genul Kingella este în prezent inclus în familia Neisseriaceae cu două specii: K kingae și K denitrificans Cea de a treia specie, K indologenes, a fost reclasificată ca Suttonella indologenes Dewhirst et al (1993) propun și specia K oralis Genul Kingella habitează mucoasa bucală și faringiană Dintre cele două specii, K kingae are potențial patogen mai mare Determină artrite septice, osteomielite, mai frecvent la copii sub 6 ani, septicemii și endocardite, mai ales la adulți Leziunile valvulare preexistente sunt condiție predispozantă pentru endocardite La imunodepresați sunt înregistrate meningite, pneumonii și abcese cu diferite localizări Semnificativ de reținut este că infecțiile cu Kingella sunt precedate de inflamații orofaringiene Raportările de infecții determinate de Kingella sunt mai frecvente în ultimul timp probabil datorită unei mai corecte identificări (diferențiere față de streptococii Ș-hemo-litici, Neisseria meningitidis și Eikenella corrodens) Kingella cultivă preferențial aerob pe medii nutritive adiționate cu sânge sau ser sangvin Dezvoltarea culturii este relativ tardivă După 48 ore la 37°C, pe agar-sânge K kingae formează două feluri de colonii: • Unele, particulare tulpinilor nefimbriate, sunt rotunde, cu diametrul de 0,51,0 mm, convexe, netede, lucioase, [3-hemolitice • Altele, particulare tulpinilor fimbriate, sunt, de asemenea, rotunde și Ș-hemo-litice, dar formează în agar o mică depresiune circulară cu suprafața granulară După două zile de incubare au tendință la răspândire periferică și când sunt repicate se observă sub ele o zonă de eroziune în agar Kingella denitrificans nu este hemolitică și poate cultiva pe mediile pentru izolarea neisseriilor (vezi tabelul 29-2) Microscopic kingelele sunt bacili gram-negativi scurți, cocoizi, de 1,0 pm grosime/ 2-3 pm lungime, care se decolorează greu Se dispun izolat sau în scurte lanțuri, imobile Testele preliminare de identificare a genului Kingella pot fi urmărite în tabelele 3414 (diferențierea de alți bacili și cocobacili pretențioși nutritiv) și 33-20 (diferențierea între Neisseriaceae) Testele definitive pentru identificarea speciilor de Kingella sunt precizate în tabelul 33-21 K kingae este hemolitică, produce acid din maltoză, în timp ce K deni-trificans reduce nitrații și produce gaz din nitriji Tabelul 33-21 Caractere metabolice distinctive ale speciilor de Kingella Caractere Kingella kingae Kingella denitrificans Hemoliză + - Acid din maltoză + - Nitrați, reducerea - + Gaz din nitriți - + 877 33 12 GENUL BARTONELLA (DUMITRU BUIUC) Bartonelele sunt bacili gram-negativi care fixează slab majoritatea coloranților de anilină Aerobi, carboxifili și pretențioși nutritivi, cultivă, relativ lent, numai pe medii îmbogățite Sunt oxidazo-pozitivi și, în general, inerți biochimic în prezent, pe lângă specia „clasică”, Bartonella baciliformis, genul include, prin reclasificare, și specii de Rochalimaea și Grahamella Această remaniere taxonomică este justificată prin similarități genotipice (ilustrate de secvențierea genelor care codifică ARNr 16S, hibridarea ADN sau gama restrânsă de 38,5-41 mol% a conținutului de G + C în ADN) și fenotipice ale acestor bacterii Următoarele specii provin din genul Rochalimaea: B quintana, B vinsonii, B vinsonii subsp berciffii, B henselae,B elizabethae, iar din genul Grahamella provin: B talpae, B peromysci, B grahamii, B taylorii, B doshiae Dintre speciile de Bartonella numai patru prezintă interes medical: B baciliformis, B quintana B henselae, B elizabethae Bartonella baciliformis are circulație limitată în zona andină din Peru, Ecuador și Columbia Specia, hemotropă și endoteliotropă este găzduită de om și vehiculată prin flebotomul Lutzomia verrucarum Infecția pe care o determină evoluează bifazic: primul stadiu, acut, cunoscut ca febra de Oroya, este un sindrom hemolitic febril cu mortalitate până la 40%; al doilea stadiu, subacut sau cronic, cunoscut ca verruga peruană este o erupție cutanată cu elemente eruptive de neoformație asemănătoare negilor După stadiul acut infecția evoluează latent cu sau fără dezvoltarea stadiului cronic Bartonella quintana are o răspândire geografică mult mai largă fiind cunoscută din Europa și Africa până în Mexic Clasic, determină febra de tranșee, boală transmisă de păduchi Ameliorarea diagnosticului, pe de o parte, și diversificarea condițiilor de imunodeficiență, pe de altă parte, au arătat o recrudescență a infecțiilor cu B quintana, o diversificare a sindroamelor clinice în care este implicată, vectori biologici adiționali, ca Sarcoptes scabiei, și posibilitatea transmiterii prin zgârietură de pisică La pacienții cu SIDA B quintana poate determina angiomatoza bacilară, bacteriemii, endocardite și limfadenopatii cronice La alcoolici a fost implicată în sindroame febrile, bacteriemii și endocardite Bartonella henselae, specie cosmopolită, determină o zoonoză transmisă la om prin zgârietură sau mușcătură de pisică ori prin căpușe și purici Gazdă naturală sunt, probabil, pisicile La persoanele normoreactive determină un sindrom febril (boala zgârieturii de pisică) particularizat printr-o papulă sau pustulă la poarta de intrare, adenită regională (ocazional supurată), conjunctivită Evoluția bacteriemică însoțită de meningită aseptică este posibilă Bartonella henselae mai este demonstrată cauză a angiomatozei și peliozei bacilare Bartonella elizabethae este un patogen nou cunoscut după izolarea de la un pacient cu bacteriemie și endocardită cu sursă de infecție neprecizată O particularitate a verrugilor, angiomatozei și peliozei bacilare este angiogeneza Dacă bartonelele perse au potențial angiogenic sau dacă numai stimulează acest potanțial al celulelor gazdă, nu este clar 878 Bartonelele sunt organisme strict aerobe care necesită pentru cultivare atmosferă umedă, suplimentată cu СО, până la 5-10% în raport cu exigențele de cultivare pot fi ierarhizate de la B baciliformis, specie mai puțin pretențioasă, B quintana, B henselae Ca mediu de bază poate fi folosit agar Columbia, agarul tripticază soia sau agarul infuzie cord-creier proaspăt preparate și suplimentate 5-10% sânge de berbec sau iepure Bartonella baciliformis a putut fi cultivată și pe agar infuzie cu 1% glicerol sau factor X Temperatura optimă de cultivare este 25° pentru B baciliformis și 35° pentru celelalte specii Pe medii agarizate, cultura de B baciliformis apare după 4-5 zile de incubare cu două tipuri de creștere: fie colonii minuscule, rotunde, transparente și mucoide, fie cu un film mucoid, opac, fin granular cu tendință invazivă Speciile mai puțin pretențioase, B quintana și B henselae, trebuie incubate la 35-37°C, iar cultura trebuie urmărită mai multe săptămâni Creșterea poate fi sesizată în medie după 14 zile, dar, în raport cu tulpina, intervalul necesar poate varia de la 5 Ia 49 zile După adaptare prin subcultivări, intervalul necesar creșterii se poate reduce la 3-4 zile în primoculturi au fost înregistrate două tipuri de creștere: cu colonii conopidifonne sau în formă de „dinte molar”, uscate, mai frecvente la B henselae, și colonii mici, rotunde, umede, cafeniu-roșcate, aderente și cu tendință la erodarea mediului, mai frecvente la B quintana Ocazional, izolarea in vitro a celor două specii mai pretențioase reușește numai după o prealabilă cocultivare a probelor tisulare în culturi de celule endoteliale umane (linia ECV 304) sau o linie de celule endoteliale de arteră pulmonară bovină Pentru hemoculturi, bulionul Brucella adiționat cu hemină (250 fg/mL) și digestie pepsică de sânge (8% supliment Fildeș) satisface exigențele nutritive impuse de B henselae La izolarea bartonelelor din sânge rezultate mai bune dă metoda de concentrare prin liză și centrifugare cu inoculare pe mediu agarizat în sistemele automate de hemocultură ceșterea bartonelelor poate să nu fie surprinsă din cauza cantităților reduse de СО, formate De aceea se impune, ca și în metoda clasică, unnărirea hemoculturilor până la 28 zile cu repicaje oarbe și colorare cu acridinorange Bartonelele sunt organisme gram-negative, dar fixează slab cei mai mulți coloranți de anilină De aceea, pentru colorarea frotiurilor din prelevate patologice sau culturi, rezultate mai bune dau colorațiile Romanowsky, cum este colorația Giemsa, iar pentru secțiunile histologice impregnația argentică Warthin-Starry (vezi Capitolul 41) Bartonella baciliformis apare ca un bacii polimorf de 0,2-0,5 pm grosime/0,3-1,5 țim lungime In culturile tinere predomină formele bacilare scurte dispuse izolat, în perechi, în lanțuri, în grămezi sau orice combinație a acestor așezări în culturile bătrâne predomină formele cocoide Pe preparatele microscopice directe organismul poate fi observat intraeritrocitar sau în citoplasmă celulelor endoteliale din splină, ficat, ganglioni limfatici sau leziunile cutanate Este singura specie specie mobilă printr-un smoc de cel puțin 10 flageli polari Bartonella quintana și B henselae sunt mici bacili 0,5-0,6 pm grosime/1,0-2,0 pm lungime, frecvent ușor încurbați, asemănători campilobacteriilor Identificarea bartonelelor se bazează în principal pe caracterele de cultivare și microscopice Alte teste de identificare sunt puține dată fiind inerția biochimică a acestor organisme B baciliformis este catalazo-pozitivă B henselae este rar catalazo-pozitivă iar B quintana și B elizabethae sunt catalazo-negative Toate bartonelele sunt oxidazo- 879 negative, doar В quintana este rar și slab oxidazo-pozitivă Identificarea prezumtivă a B henselae, B quintana, B vinsonii poate fi realizată cu sisteme comerciale de identificare, care utilizează substrate cromogene pentru detecția enzimelor bacteriene preformate (Microscan Rapid Anaerobe Panel, Vitek Neisseria-Haemophilus Identification cârd, IDS RapID ANA II panel, API AnIDENT panel, Microscan HNID Panel); iar cea definitivă prin PCR sau secvențierea ARNr 16-23S Sensibilitatea la antibiotice Amoxicilină, cefotaximă, ceftriaxona, doxiciclină eritromicină, rifampicina și ciprofloxacină sunt bacteriostatice Numai aminoglicozidele (gentamicină, tobramicina, amikacina) sunt bactericide BIBLIOGRAFIE SANDER, A (2005): Bartonella and Afipia In Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infec-tions, IO"1 edn Bacteriology vol l, Hodder Arnold, London, pp JERRIS, R C (1998): Topheryma, Afipia and Bartonella In L Collier, A Ballows, M Sussman (eds) Topley and Wilson’ Microbiology and microbial Infections, 9 !hedn Amold, London, voi 2 WASHINGTON, W Jr„ S ALLEN, W JANDA et al (2005): Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6’!h edn, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia 34 IDENTIFICAREA BACILILOR ACIDO-REZISTENȚI (LOREDANA GABRIELA POPA, MIRCEA IOAN POPA) /34 1 GENERALITĂȚI 34 2 ALGORITMUL IDENTIFICĂRII MICOBACTERIILOR A IDENTIFICAREA MICOBACTERIILOR PRIN TESTE CONVENȚIONALE 34 2 1 Minidefiniție 34 2 2 Caractere microscopice 34 2 3 -34 2 4 Caracterele de cultivare 34 2 5 Identificarea definitivă B IDENTIFICAREA MICOBACTERIILOR PRIN TESTE RAPIDE 34 3 SCURTĂ CARACTERIZARE A PRINCIPALELOR MICOBACTERII 34 3 1 Micobacterii cu creștere lentă 34 3 1 1 Complexul M tuberculosis Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium bovis Mycobacterium africanum 34 3 1 2 Speciile necromogene Mycobacterium avium Mycobacterium celatum Mycobacterium gastri Mycobacterium genavense Mycobacterium haemophilum Mycobacterium malmoense Mycobacterium schimoidei Mycobacterium terrae Mycobacterium ulcerans Mycobacterium xenopi Mycobacterium triviale Mycobacterium nonchromogenicum 34 3 1 3 Specii fotocromogene Mycobacterium asiaticum Mycobacterium kansasii Mycobacterium marinum Mycobacterium simiae 34 3 1 4 Speciile scotocromogene Mycobacterium flavescens Mycobacterium gordonae Mycobacterium scrofulaceum Mycobacterium szulgai 34 3 2 Micobacterii cu creștere rapidă Mycobacterium fortuitum, complex Mycobacterium chelonae, grup Mycobacterium phlei Mycobacterium smegmatis 34 4 ALTE ELEMENTE UTILE ÎN DIAGNOSTICUL INFECȚIILOR MYCOBAC-TERIENE 34 1 GENERALITĂȚI Bacilii acido-rezistenți sunt reuniți în genul Mycobacterium Au tendința de a produce ramificații în cursul multiplicării Nu produc micelii adevărate Formele ramificate se fragmentează foarte ușor în elemente bacilare sau cocoide Peretele celular are un conținut bogat în lipide și ceruri, conferind anumite proprietăți particulare precum: acido-alcoolo-rezistența (BAAR), rezistența la tratamentul cu alcaline, rezistența la o serie de antibiotice și chimioterapice, rezistența intrafagocitară și capacitatea de a determina apariția inflamațiilor granulomatoase etc Mycobacteriile sunt larg răspândire în mediul extern Din cele peste 90 specii și subspecii cunoscute circa jumătate prezintă interes medical fie prin contaminarea unor produse patologice fie prin diferitele infecții produse Literatura de specialitate a acordat o atenție specială microorganismelor din genul Mycobacterium în special după apariția sindromului de imunodeficiență dobândită Se estimează că o treime din populația globului este infectată cu M tuberculosis și în fiecare an apar 8-10 milioane de cazuri de tuberculoză (ТВ) Cu toate 881 Tubelul 34- ’ Micobacteriile izolate în laboratorul de microbiologic clinicăa Infecții și condiții semnalate M tuberculosis M africanum M bovis M asiaticum M avium, complex |M celatum M fortuitum, complex M găsiri M genavense IM gordonae M haemophilum M kansasii M malmoense M marinum M shimoidei I M scrofulaceum M simiae M smegmatis M szulgai M terrae complex M ulcerans r- 5 Infecții pulmonare + 4- 4- 4- 4- + + - - 4- 4- 4- - 4- 4* + 4- - - - Boală diseminată 4- - 4- - 4- 4- 4- - + - - 4- 4- 4- - 4- 4- - - - - Limfadenite 4- - + - 4- - 4- - - - 4- 4- - - - 4- - 4- - - - Meningite + - - - + 4- 4- - - 7 - 4- - - - - - - - - - Pericardite 4- 4- - Bursite - 4- + Artrite 4- - - - 4- - 4- 7 - - 4- + - 4- - Osteomielite 4- - - - 4- - 4- - - - - - - 4- - - 4- - - - - Nefrite 4- - - - + - 4- - - - - 4- - - - - + - - - - Infecții intestinale + - Endometrite + - Epididimite 4- - Leziuni cutanate 4- - - - + - 4- - - - 4- + - 4- - - - 4- - 4- - Infecția plăgilor 4- - 4- - 4- 4- - Abcese în țesuturi moi 4- 4- 4- 4- Keratite + - + 4- - Endoftalmite 4- - Endocardite pe valvule protezate + 7 - a Conform semnalărilor din literatură: + = semnalat și argumentată semnificația clinică; ? = semnalat cu argumentare insuficientă; - = nesemnalat că boala este curabilă, anual se înregistrează 2-3 milioane de decese Se poate afirma că, ТВ reprezintă cea mai importantă cauză de deces care se poate datc-ra unui anumit microorganism și luând în considerare cauzele de deces evitabile, cea mai importantă cauză de deces la adult ТВ continuă să reprezinte o importantă problemă de sănătate cu implicații economice și sociale la nivel mondial у datorită faptului că aproximativ 80% din decesele provocate, apar la persoane c vârsta cuprinsă între 15 și 59 de ani în afară de M tuberculosis și M lepre - au fost descoperite o serie de alte mycobacterii considerate anterior saprofite docare fiind condiționat patogene, sunt relativ frecvent implicate în patologia gazdelor imunocompromise Aceste mycobacterii au fost denumite în mod diferit, f e folosind termenul de mycobacterii ne-tuberculoase (nontuberculous mycobacteri 882 Tabelul 34-2 Complexe și grupe de micobacterii bazate pe înrudiri genetice și asemănări fenotipice Complexul/grupul Specii Mycobacterium tuberculosis M tuberculosis M africanum M bovis M microti Mycobacterium avium M avium M intracellulare Mycobacterium terrae M terrae M nonchromogenicum M triviale Mycobacterium fortuitum grupul M fortuitum M fortuitum M peregrinum Biovar nenumit grupul M chelonae M chelonae M abscessus biovar asemănător M chelonae NTM), fie alte denumiri sinonime (raycobacterii atipice, mycobacterii altele decât M tuberculosis etc) Având în vedere diversitatea speciilor mycobacteriene condiționat patogene sau accidental patogene implicate în patologia infecțioasă (Tabel 34 1 ) a fost necesară punerea la punct a unor criterii pentru stabilirea semnificației clinice a BAAR izolați din prelevate patologice, care să justifice identificarea acestora (vezi П 4 З 13 4 2 , 13 9 , 14 5 1 ) Analiza fenotipică, dar mai ales analiza genetică prin metodele moderne ale biologiei moleculare au conturat între mycobacterii grupe sau complexe de specii (Tabel 34-2) Diferențierea speciilor unora dintre complexele de mycobacterii este destul de dificilă în practica uzuală; din punct de vedere clinic nu are o importanță deosebită, dar din punct de vedere epidemiologie ar putea fi utilă Microbiologia clinică impune însă o clasificare pragmatică a mycobacteriilor, respectiv: • Micobacterii patogene (M leprae, specie care infectează natural numai omul); • Micobacterii parazite agenți ai tuberculozei (M tuberculosis și M africanum, specii care infectează omul și numai ocazional mamifere din ambientul său ca primate, câini, pisici; M bovis, specie care infectează bovideele și doar ocazional omul); • Micobacterii condiționt patogene unele găzduite natural de păsări și mamifere (complexul M avium, cu M avium și M intracellulare; M simiae, M asi-aticum, M xenopi ș a ), altele de animale cu sânge rece (M marinum ș a ), în fine altele fără habitat bine precizat (M kansasii ș a ) Infecțiile umane sunt favorizate de contaminări intempestive sau deficiențe ale apărării antiinfecțioase Ocazional, dată fiind răspândirea lor largă, apar, fără nici o semnificație clinică în secreții și excrete; 883 • Micobacterii saprofite din sol, apă, microbiota genitală ori fecală, care își manifestă doar accidental potențialul redus de patogenitate (e g, M smegmatis), dar uzual sunt simpli contaminanți ai unor prelevate patologice ca: secreții respiratorii, spălătură orofaringiană, gastrică, secreții vaginale, urină, fecale (e g , M gordonae, M gastri, complexul M terrae) Metodele de microscopie directă pentru depistarea bacililor acido-rezistenți ca și izolarea în cultură pură a acestor bacterii sunt descrise în alte capitole (vezi 10 4 4 , 10 4 6 , 11 4 2 , 11 4 3 , 13 4 , 14 5 1 ș a ) în acest capitol revenim doar pentru a insista asupra unor aspecte privind controlul de calitate, semnificative în condițiile endemici actuale de tuberculoză când succesul programului de combatere a tuberculozei impune controlul intern și extern al calității (asigurarea calității) Competența celor care efectuează examenul microscopic trebuie controlată prin probe „oarbe" (frotiuri negative și frotiuri cu diferite grade de pozitivitate pentru BAAR) Eficiența decontaminării prelevatelor Este acceptabilă o frecvență a contaminării de 2-5%, atunci când utilizăm pentru cultivare medii neselective Dacă această frecvență este mai mare de 5% putem fi siguri că metoda de decontaminare nu este corespunzătoare și probabil va fi necesar să mărim concentrația substanței utilizate și nu durata decontaminării Pe de altă parte, dacă această frecvență este mai mică de 2%, s-ar putea ca metoda utilizată să fie prea drastică și să lezeze și BAAR în această situație ar fi utilă o scădere a concentrației substanței chimice folosite în mod normal, frecvența contaminărilor trebuie monitorizată lunar sau cel puțin trimestrial, iar în funcție de rezultate să fie ajustată metoda de decontaminare Identificarea mycobacteriilor impune competență, norme de securitate microbiologică, dotări și facilități particulare întrunite numai parțial și în foarte puține dintre laboratoarele clinice uzuale De aceea, laboratoarele implicate în Programul Național de Control al Tuberculozei sunt ierarhizate pe trei nivele: • Nivelul I, laboratoarele dispensarelor teritoriale de pneumoftiziologie care efectuează microscopia pentru depistarea BAAR și trimit prelevatele patologice laboratoarelor de nivel II pentru efectuarea culturilor Asimilate nivelului I din acest program sunt multe laboratoare clinice • Nivelul II, laboratoarele dispensarelor/staționarelor județele de pneumoftiziologie și ale marilor unități cu paturi pentru pacienți cu tuberculoză care trebuie să asigure izolarea mycobacteriilor, identificarea M tuberculosis, identificarea primară a mycobacteriilor non-tuberculoase cu sau fără testarea sensibilității la antibiotice • Nivelul III, laboratoare de referință, asigură identificări definitive, monitorizează activitatea laboratoarelor de nivel I și П, supraveghează dinamica chimiorezis-tenței primare și organizează colecția națională de tulpini mycobacteriene 34 2 ALGORITMUL IDENTIFICĂRII MICOBACTERIILOR Mycobacteriile pot fi identificate prin metode clasice, mai accesibile laboratoarelor obișnuite, dependente de ritmul lent de multiplicare al acestor bacterii și prin metode rapide (tehnici ale biologiei moleculare, tehnici cromatografice etc) 884 A) Identificarea micobacteriilor prin teste convenționale 34 2 1 Minidefiniție Genul Mycobacterium reunește bacili tipic acido-alcoolo-rezistenți (BAAR), imobili, uneori ramificați, care nu formează hife aeriene, endospori sau conidii Aerobi sau microaerofili, atacă zaharurile prin oxidare Diferențierea mycobacteri-ilor de alte bacterii mai mult sau mai puțin acido-rezistente se face prin prezența acizilor mycolici care conțin 60-90 atomi de carbon, care pot fi clivați prin piroliză în acizi grași cu 22-26 atomi de carbon; conținutul de G + C este de 61-71 moli% 34 2 2 Caractere microscopice Acido-alcoolo-rezistența mycobacteriilor o evidențiem prin colorațiile diferențiale Ziehl-Neelsen, cea mai utilizată în România, sau Kinyoun (vezi Cap 41) Ideea acreditată în unele lucrări, că mycobacteriile pot fi diferențiate în specii acido-alcoolo-rezistente (bacilii tuberculozei) și specii acido-rezistente (alte mycobacterii) este lipsită de suport real Aceste diferențe, constatate uneori, țin de tehnică și de starea fiziologică a tulpinii Mycobacteriile apar ca bacili fini, 0,2-0,6 /лп, uneori ramificați, cu aspect de litere unghiulare Creșterea filamentoasă sau pseudomiceliană este posibilă, dar bacteriile se fragmentează precoce, la orice manipulare, în forme bacilare sau cocoide în culturile tulpinilor virulente ale bacililor tuberculozei (M tuberculosis, M africanum, M bovis) microorganismele se pot dispune în paralel, formând corzi flexuoase, care pot fi observate pe frotiuri, atât din creșterea pe medii solide cât și, mai ales, din medii lichide lipsite de agenți tensioactivi Dispoziția bacililor în corzi se datorează unui sulfolipid de perete, factorul cord (considerat ca fiind asociat virulenței) Tulpini de tip „R“ ale altor specii de mycobacterii tind să formeze corzi, mai laxe, mai puțin bine definite decât M tuberculosis Singura mycobacterie necultivabilă cu semnificație medicală este M leprae (specie slab acido-alcoolo-rezistentă) Dar discrepanțe între microscopia directă pozitivă pentru BAAR și izolarea negativă pe mediul de cultură pot rezulta din ne-satisfacerea exigențelor nutritive ale unor specii sau tulpini, ori din incubarea culturii la temperaturi necorespunzătoare 34 2 3 - 34 2 4 Caracterele de cultivare Caracterele de cultivare ale mycobacteriilor constituie importante teste preliminare de identificare a acestor microorganisme Mycobacteriile cultivă pe medii complexe Accesibil laboratoarelor noastre, și recomandat prin Programul Național de Combatere a Tuberculozei, este mediul Lowenstein -Jensen (L-J), un mediu pe bază de ou Mediul L-J fără glicerol este indicat pentru izolarea M bovis, iar suplimentarea mediului cu piruvat de sodiu 885 stimulează creșterea M bovis, M africanum și a tulpinilor de M tuberculosis rezistente la izoniazidă Mycobacterium haemophilum poate fi cultivat pe mediul L-J suplimentat cu hemină sau 1% citrat feriamoniacal Dintre speciile cu creștere rapidă (vezi mai jos) M fortuitum și M chelonae pot cultiva pe agar Mac Conkey fără cristal violet Specule mycobacteriene se pot dezvolta și pe agar-sânge Pe măsura consolidării bazei materiale a laboratoarelor teritoriale, vor putea fi utilizate mediile de cultură din gama Middlebrook: bulion 7H9, agar 7H10, 7H11, de îmbogățire ADC, OADC etc Incubarea în atmosferă cu 5-10% CCL crește sensibilitatea izolării mycobacteriilor Pe culturile pe mediul L-J putem limita această exigență la baza logarit-mică a creșterii, primele 7-10 zile, după care tuburile pot fi transferate în incubatorul cu atmosferă normală Dar cele mai multe din laboratoarele noastre nu dispun de incubator cu CO2, iar borcanele cu lumânare sunt contraindicate pentru că scad presiunea O2 necesară dezvoltării bacililor tuberculozei (1) Temperatura de incubare Incubăm primoculturile la 37°C însămânțăm în dublu prelevatele din leziuni cutanate, pentru incubare la 24-32°C și la 37°C Pentru determinarea temperaturii optime de creștere preparăm o suspensie opales-centă din cultura tulpinii de identificat Din diluția 1/100 a acestei suspensii epuizăm cantități egale pe suprafața mai multor tuburi cu mediu L-J pentru incubări la 24°C 32°C, 37°C și 42°C Urmărim apariția primelor colonii vizibile Epuizarea îngrijită a inoculului evită falsa impresie de creștere rapidă pe care o poate da un inocul prea dens Temperatura de creștere influențează pigmentogeneza la M szulgai (tabel 34-3), iar temperatura optimă de creștere este importantă pentru identificarea M avium, M marinum, M haemophilum, M ulcerans, M xenopi (tabel 34-4) (2) Viteza, de creștere (ritmul de multiplicare al speciilor mycobacteriene) Urmărim culturile zilnic, timp de o săptămână, apoi săptămânal până la 12-16 săptămâni Clasificăm mycobacteriile după viteza de creștere în: specii cu ritm rapid de multiplicare (3-7 zile) și specii cu ritm de multiplicare lent (2 sau mai multe săptămâni) Adaptarea prin subcultivare poate scurta intervalul de creștere fără a altera însă apartenența unei specii la un grup sau altul (tabel 34-3) (3) Morfologia coloniilor Mycobacterium tuberculosis, M africanum și tulpina BCG a M bovis formează colonii „R“: rugoase, neregulate, conopidiforme, greu de emulsionat, grunjoase Tulpinile de M tuberculosis rezistente la izoniazidă pot forma colonii „S“ Mycobacterium bovis formează colonii „S“: rotunde, umede, ușor de emulsionat Alte mycobacterii condiționat patogene precum și mycobacteriile saprofite formează frecvent colonii „S“, uneori „R“ sau cu caractere intermediare Creșterea în condiții suboptimale este disgonică (colonii mai mici, în cultură săracă), față de creșterea eugonică în condiții optimale (cultură luxuriantă cu colonii mari, bine dezvoltate) Astfel, pe mediul L-J creșterea M bovis este disgonică dar devine eugonică după suplimentarea mediului cu piruvat; M africanum crește disgonic pe mediul L-J (4) Pigmentarea și fotoreactivitatea clasifică bacteriile în: • Scotocromogene, cu pigment galben sau portocaliu, dezvoltat spontan în cultura incubată la întuneric 886 Tabelul 34-3 Caracterele de cultură utile pentru identificarea prezumtivă a micobacteriilor Categorii și specii Viteza creșterii (zile) Culoarea coloniilor la Morfologia coloniilor pe mediul Lowenstein-Jensen Lumină întuneric Necromogene M tuberculosis 12-28 Crem Crem Creștere eugonică: colonii rugoase uscate, neregulat proeminente, conopidi-forme sau ca firimiturile de pâine greu emulsionabile Ia tulpini rezistente la izoniazidă > 25 Crem Crem Creștere disgonică; frecvent colonii "S" M africanum > 25 Alb-gălbui Alb-gălbui Creștere disgonică: colonii plate, rugoase M bovis 25-90 Alb-gălbui Alb-gălbui Primocultură: disgonică sau chiar inhibată pe mediul cu glicerol; colonii "S" mici, rotunde, emulsionabile în prezența piruvatului creștere augonică Subculturi: creștere progresiv eugonică: Ib tulpina BCG 14-21 Alb-gălbui Alb-gălbui Creștere eugonică; colonii rugoase M avium, complex 10-21 Crem-gălbui Crem-gălbui Colonii “S”, uneori mate, cutate, dar totdeauna umede: ușor emulsionabile M celatum 28-42 Alb-gălbui Alb-gălbui Vezi M xenopi M gastri 10-21 Alb-gălbui Alb-gălbui Colonii „S“ spre “R" M genavense 48-96 Alb-gălbui Alb-gălbui Nu crește Inițial izolat în mediul BACTEC 13 A Deosebit de exigent, cultivă numai pe agar 7H11 suplimentat cu micobactin J, la pH ușor acid M haemophilum 14-28 Gălbui-cenușii Gălbui-cenușii Crește numai după adiția de hemină sau 1% citrat feroamoniacal Colonii “S” spre “R” M malmoense 56-84 Alb-cenușii Alb-cenușii Colonii “S” rotunde, acuminate strălucitoare ' M terrae 10-21 Albe Albe Colonii “S”, umede, emulsionabile M triviale 12-28 Gălbui Gălbui Colonii “R”, uscate, conopidiforme M nonchromo-genicum 12-28 Alb-gălbui Alb-gălbui Colonii “S” spre “R” M ulcerans 70-90 Transparente T ransparente Crește disgonic cu colonii mici, acuminate, “S”, dar devin "R" în cultura bătrână M xenopi 28-42 Alb-gălbuia Alb-gălbuia Crește disgonic cu colonii mici, acuminate, strălucitoare Fotocromogene M, asiaticum 15-21 Galben- portocalieb Gălbui Crește disgonic cu colonii ”S" M kansasii 10-21 Galben-por-tocaliec-d'e Gălbuic Colonii rotunde, “S” ușor emulsiona-bile; ocazional tendință Ia creștere rugoasă M marinam 5-14 Galben-portocalie Gălbui Colonii rotunde, ușor bombate central și cu striuri radiare M simiae 7-14 Galben-portocalie Gălbui Colonii rotunde “S”, umede 887 Tabelul 34-3 (continuare) Categorii și specii Viteza creșterii (zile) Culoarea coloniilor la Morfologia coloniilor pe mediul Lowenstein-Jensen Lumină întuneric Scotocromogene M flavescens 7-14 Galben-portocalie Galben-portocaliu Colonii “S” moi, untoase M gordonae 10-25 Galben-portocalie Galben-portocaliu Colonii “S”, aderente M scrojulaceum 10-28 Galben-portocalie Galben-portocaliu Colonii rotunde, “S” strălucitoare, ocazional ușor granulate; emulsionabile M szulgai 14-28 Galben-portocalie Gălbui la 25°Cf Galbene la 37°C Colonii “S” sau “R” Cu creștere rapidă M fortuitum, grup 3-7 Gălbui Gălbui Colonii “S” sau “R” cu expansiuni filamentoase; tendință la creștere disgo-nică în primoculturi dar eugonică în subculturi Pot adsorbi verdele malachit din mediu și devin verzi M chelonae, grup 3-7 Gălbui Gălbui Colonii “S” sau “R”; creșterea devine luxuriantă în subculturi M phlei 2-3 Cărămizie Cărămizie Creștere luxuriantă; colonii grosier granulate cu aspectul firimiturilor de pâine uscate M smegmaris 3-7 Alb-gălbuie crem, rar cenușiu roză Alb-gălbuie crem, rar cenușiu roza Colonii mai mult sau mai puțin cutate, uneori “S” a Aproximativ 21% din tulpinile de M xenopi sunt scotocromogene și produc pigment galben strălucitor b Aproximativ 14% din tulpinile de M asiaticum sunt necromogene c Rare tulpini de M kansasii sunt necromogene, altele produc pigment portocaliu la întuneric d Incubarea la lumină continuă determină apariția în cultura de M kansasii a cristalelor portocalii de caroten e Culturile de M kansasii în fază staționară pot să nu pigmenteze după expunere la lumină, f Fotocromogene la 25 °C după expunere 18 ore la lumină • Fotocromogene, cu pigment portocaliu care apare după expunerea culturii la lumină • Necromogene, cu colonii albe sau alb-gălbui ori crem, care nu dezvoltă pigment nici după expunere la lumină Principalele caractere de cultură ale mycobacteriilor sunt consemnate în tabelul 34-3 34 2 5 Identificarea definitivă Cheia pentru selectarea algoritmilor de identificare a mycobacteriilor poate fi reprezentată de principalele caractere de cultură: specii necromogene, specii fotocro- 888 Tabelul 34-4 Caractere diferențiale ale micobacteriilor izolate în laboratorul clinica (adaptat după Roberts et al , 1991, Wayne și Kubica, 1984) Categorii/complexe specii Temperatura optimă de creștere (°C) Niacină Rezistența la T2H (1 ptg/ml) Nitrat, reducerea Catalaza Tween 80, hidroliza Telurit, reducerea Toleranța la NaCl 5% Arilsulfataza: la 3 zile la 10 zile Creștere pe agar Mac Conkey Ureaza Pirazinamidaza-NHț (4 zile) Semicantitativ (mm spumă) u CC Necromogene M tuberculosis 37 + + + 45+ + + - + + M haemophilum 30 - + - 45+ + + d+ - d+ d- - M triviale 37 - + d+ > 45+ + + d- + d+ - d- - M nonchromogenicum 37 - + > 45+ + + - + - M ulcerans 30 - + - 45d+ d- d- d+ - + - - + Fotocromogene M asiaticum 37 - 4- > 45+ + + d- - - - - M kansasii 37 - + + > 45+ + + d- - + - d+ - M marinum 30 d- + - 45+ + - d+ - d- d+ + Scotocromogene M flavescens 37 - + + > 45+ + + d+ d+ d- - d+ + M gordonae 37 - > 45+ + + d- - d+ - - - M scrofulaceum 37 - + - > 45+ + - d+ - - - + ' d+ M szulgai 37 - + + > 45+ + d+ d+ - d+ - d+ + Cu creștere rapidă M fortuitum, grup 28 - + + > 45+ + d+ + d+ + + d+ + M chelonae, grup 28 - + - > 45+ d+ d- d+ Vb + + d+ + M phlei 28 + + > 45+ + + + + - - M smegmatis 28 + + > 45+ + + + + - - a Simboluri: + = > 90% tulpini pozitive; - = > 90% tulpini negative; d+ = 40-89% tulpini pozitive; d- = 11-39% tulpini pozitive; V - variații cu specia Spațiile goale = fie caractere nesemnificative, fie absența de date b M chelonae este negativă; M abcessus este pozitivă 889 mogene, specii scotocromogene și specii cu ritm rapid de multiplicare (creștere rapidă) Au fost puse la punct peste 130 teste fenotipice, în identificarea mycobacteriilor Selectăm și efectuăm testele definitive conform algoritmilor de identificare sugerați mai jos pentru mycobacterii izolate din prelevate patologice (amănunte tehnice privind aceste teste - în capitolul 40) (1) Speciile necromogene (fig 34-1) Teste recomandate: • Catalaza, semicantitativ și rezistența enzimei la temperatură (68°C) • Niacină (producerea de) • Nitrat (reducerea) • Tween 80 (hidroliza) • NaCl 5% (toleranța la) • T2H (hidrazida acidului thiofen-2-carboxilic; sensibilitatea la) • Ureaza • Arilsulfataza (2) Speciile fotocromogene (fig 34-2) Teste recomandate: • Nitrat (reducerea) • Tween 80 (hidroliza) • Creșterea optimă la 30°C și 37°C Catalaza (68°C) Niacina Nitrat Laboratorul Apelează la Apelează la de referință Tabelul 34-4b Tabelul 34-4d a T,H - hidroliza acidului thiofen-2-carboxilic b M gastri și M schimoidei hidrolizează Tween 80, M africanum nu c M malmoense produce 45 mm spumă în testul catalazei și nu reduce teluritul d M haemophilum are exigențe particulare de creștere: M xenopi crește optim la 42°C iar C itlamns la 30°C M celatum produce arii sulfatază, complexul M avium nu produce Fig 34-1 Un algoritm pentru identificarea micobacteriilor necromogene 890 Nitrat reducerea Y | M kansasii | Tween 80 hidroliza Fig 34-2 Un algoritm pentru identificarea micobacteriilor fotocromogene (3) Speciile scotocromogene (fig 34-3) Teste recomandate: • Nitrat (reducerea) • NaCI 5% (toleranța la) • Tween 80 (hidroliza) Nitrat reducerea NaCI 5% Tween 80 toleranța hidroliza a M szulgai este scotocromogen la 37°C și fotocromogen la 25°C b Există tulpini de M scrofulaceitiu care reduc nitrații; pot fi confundate eu M szulgai dar rămân scotocromogene și la 25 °C Fig 34-3 Un algoritm pentru identificarea micobacteriilor scotocromogene (4) Speciile cu ritm rapid de multiplicare (fig 34-4) Teste recomandate: • Arilsulfataza • NaCI 5% (toleranța la) • Nitrat (reducerea) 89 i Arilsulfataza Tween 80 hidroliza NaCI 5% toleranța a M phlei este scotocromogen cu colonii pigmentate în cărămiziu M smegmatis este nefotocromogen cu colonii alb-gălbui, crem, rar roz-cenușii Fig 34-4 Un algoritm pentru identificarea micobacteriilor cu creștere rapidă Necesitățile clinice, în primul rând din punct de vedere terapeutic, sunt satisfăcute prin identificarea corectă a bacilului leprei, a bacililor tuberculozei și diferențierea mycobacteriilor oportuniste de cele saprofite și identificarea acestora cel puțin până la nivelul complexelor de specii (ex M avium, M terrae, M fortui-tum) în tabelul 34-4 sunt prezentate caracterele pentru identificarea mycobacteriilor izolate din prelevate patologice B) Identificarea mycobacteriilor prin teste rapide Din momentul obținerii culturii mycobacteriene și până în momentul realizării testelor convenționale de identificare pot trece între 3-6 săptămâni (spre exemplu pentru realizarea testului producerii de niacină majoritatea autorilor recomandă utilizarea unor culturi de minimum 4 săptămâni) De aici interesul pentru metodele modeme rapide de identificare, prezentate în continuare: (1) Reacția de amplificare genică (PCR, Polymerase Chain Reaction), poate permite identificarea în mai puțin de 24 ore a secvenței de inserție IS 6110, altor secvențe de inserție, sau a genelor care codifică ARN 16S specifice pentru complexul M tuberculosis Scurtarea intervalului de identificare a M tuberculosis, de la 3-8 săptămâni (cât durează cultivarea), la 2-3 zile (prin PCR) este un avantaj evident Studii recente au arătat că la 3,4% din tulpinile de M tuberculosis izolate în România lipsește secvența IS 6110 în această situație diagnosticul este posibilă depistarea secvenței Mt 308 în literatură sunt descrise modalități de depistare a mycobacteriilor direct în prelevate patologice, prin amplificarea genelor care codifică antigene majore (ex proteina de 65 kD), ARN 168 sau secvența de inserție IS 6110 Spre ex pentru 892 diagnosticul limfadenitei tuberculoase, ADN-ul mycobacterian a fost detectat prin amplificare genică în celulele mononucleare periferice Cu ajutorul metodelor modeme au fost identificate anumite tulpini mycobac-teriene, cu posibile implicații din punctul de vedere al patogenității deschizând noi capitole în cercetarea fundamentală cu aplicabilitate practică în diagnosticul infecțiilor produse de microorganisme din genul Mycobacterium (2) Sondele ADN identifică prin hibridare secvențe nucleotidice specifice unor mycobacterii Trusele comerciale de tipul AccuProbe (Gen-Probe) identifică în mai puțin de 2 ore tulpini ale speciilor din complexele de M tuberculosis sau M avium, precum și tulpini de M kansasii ori M gordonae (3) Spoligotiparea (Spoligotyping) identifică în 24 ore profilul secvențelor spacer caracteristice complexului M tuberculosis, dar nu poate diferenția M bovis de M bovis BCG Metoda se bazează pe polimorfismul ADN din regiunea DR (direct repeat), propriu tulpinilor din complexul M tuberculosis Regiunea DR are un număr de secvențe nucleotidice repetate (secvențe DR), identice, cu o lungime de care variază între 35-41 perechi de baze In contrast cu secvențele DR, spacer-u sunt în mod uzual prezenți o singură dată la nivelul regiunii DR Compararea regiunilor DR provenite de la tulpini diferite de M tuberculosis a arătat că ordinea secvențelor spacer este în general aceeași, dar pot apărea deleții/inserții, ceea ce a condus la ideea utilizării acestui fenomen în vederea diferențierii tulpinilor (4) Analiza polimorfismului fragmentelor de restricție (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) permite studierea profilului genomic (cu utilitate epidemiologică) în interval de numai 48 ore Metoda constă în determinarea (pornind de la ADN-ul cromosomial) numărului și respectiv dimensiunii fragmentelor de restricție care conțin secvența de inserție IS 6110 Această secvență variază de la o tulpină la alta în funcție de numărul copiilor și respectiv distribuția acestora la nivel genomic și este specifică complexului M tuberculosis (5) Identificarea profilului acizilor mycolici este realizat în 24 ore prin HPLC (capitolul 27) (6) Detecția respirometrică BACTEC necesită 7-25 zile BACTEC este un sistem de detecție radiometric ce foloseștii medii care conțin acid palmitic marcat cu 14C Mycobacteriile catabolizează acidul palmitic marcat și eliberează 14CO2 cuantificat cu ajutorul sistemului automat (ex BACTEC 460), pe o scală etalonată de la 0 la 999 Numărul citit precizează indicele de creștere (growth index, Gl) Cu cât valoarea Gl este mai mare, rata de creștere a mycobacteriilor în mediu este mai mare Sistemul utilizează un mediu de tip Middlebrook 7H12, suplimentat sau nu cu o soluție antibiotică ce conține polimixină B, azlocilină, acid nalidixic, trimetoprim și amfotericină В (PANTA) Mediul Middlebrook 7H12 are la bază mediul 7H9 suplimentat cu catalază, albumină și hidrolizat de cazeină Tuburile speciale folosite în sistemul BACTEC sunt citite de 2-3 ori pe săptămână în primele 2-3 săptămâni și săptămânal în următoarele aproximativ 3-4 săptămâni Timpul necesar pozitivării culturii în acest sistem este mult mai mic comparativ cu cel necesar folosirii unui mediu solid Pentru unele mycobacterii non-tuberculoase pozi-tivarea poate apărea în mai puțin de 7 zile, iar pentru M tuberculosis în 4-25 de zile Tot sistemul BACTEC poate identifica rapid M tuberculosis dacă utilizăm 893 p-nitroacetil-amino-beta-hidroxipropiofenona (testul NAP) Cu ajutorul sistemului BACTEC se pot face și testările sensibilității la antibiotice și chimioterapice iar timpul necesar scade la mai puțin de 10 zile, față de cele 3 săptămâni necesare unei antibiograme convenționale în sistemul BACTEC 9000 a fost eliminat riscul utilizării unor substanțe radioactive Metoda MB/BacT, monitorizează colorimetric multiplicarea mycobacteriană eliminând dezavantajele radiometriei Tuburile cu mediu lichid (7H9), livrate de către producător, au fixate în partea declivă un detector colorimetric, a cărui culoare virează de la verde închis la galben, pe măsura acumulării CO2 produs în cursul metabolismului micobacterian Un dispozitiv reflectometric înregistrează la fiecare 10 minute lumina reflectată la nivelul detectorului, care crește odată cu virajul culorii acestuia Atunci când multiplicarea bacteriană atinge o densitate de 106-IO7 germeni pe ml aparatul semnalează optic și sonor pozitivitatea culturii Mediului de cultură i se adaugă în prealabil o soluție cu factori care stimulează multiplicarea germenilor ("soluție de reconstituire"), iar în cazul produselor patologice contaminate cu floră microbiană o mixtură de antibiotice în scopul prevenirii suprain-fectării culturii Sputa se omogenizează de preferință folosind metoda cu NALC-NaOH în tuberculoza pulmonară, rezultatul pozitiv se obține în medie cu 10 zile mai repede decât în cazul folosirii mediilor solide clasice în 20-25% din cazuri, semnalul pozitiv poate apărea în 5-7 zile Aparatul MGIT 960 are un principiu de funcționare asemănător, cu o capacitate de incubare de circa 8000 de flacoane anual în sistemul MGIT 960 se poate efectua automat și testarea sensibilității la antibiotice a tulpinilor mycobacteriene izolate 34 3 SCURTĂ CARACTERIZARE A PRINCIPALELOR MYCOBACTERII 34 3 1 Mycobacterii cu ritm lent de multiplicare (1) Complexul M tuberculosis Mycobacterium tuberculosis crește eugonic ia 37°C, pe mediul L-J cu glicerol sau piruvat Primocultură apare după 2-4 săptămâni, iar subculturile după 1-2 săptămâni Coloniile sunt rugoase, uscate, proeminente, crem, conopidiforme Pe frotiul din cultură apare în grămezi și uneori în corzi Produce catalaza inactivată la 68°C Tulpinile rezistente la izoniazidă pot fi disgonice și catalazo-negative Produce niacină, reduce nitrații, este rezistent la T2H Mycobacterium bovis crește disgonic, la 37°C, pe mediul L-J Creșterea este ameliorată prin adiție de piruvat de sodiu Primocultură apare după 4-8 săptămâni, iar subculturile după 2-4 săptămâni Coloniile sunt „S“, alb-cenușii Pe frotiuri din culturi, dispoziția bacililor în corzi este uneori evidentă Pierde activitatea catala-zică la 68°C Spre deosebire de M tuberculosis, nu produce niacină, nu reduce nitrații, este sensibil la T2H Tulpina vaccinală BCG, rar implicată în infecții post-vaccinale la gazde cu imunodeficiență celulară, crește eugonic pe mediul L-J cu glicerol 894 Mycobacterium africanum poate fi identificat în Africa tropicală Are proprietăți intermediare între bacilii tuberculozei umane și bovine; creștere disgonică, rugoasă pe mediul cu glicerol, produce catalază termosensibilă în cantități moderate, produce macină, unele tulpini reduc nitrații, altele nu; este rezistent la T2H (2) Speciile necromogene Mycobacterium avium, complex, M avium și M intracellulare sunt dificil de diferențiat prin teste biochimice Primocultura pe mediul L-J apare după 2-3 săptămâni, iar subculturile după 1-2 săptămâni Coloniile, uzual nepigmentate, sunt de tip "S", bombate până la hemisferice, uneori cutate Unele culturi bătrâne se pot pigmenta în galben și trebuie diferențiate de speciile scotocromogene: nu reduc nitrații, spre deosebire de M szulgai și M flavescens și nu hidrolizeazâ Tween 80, spre deosebire de M gordonae și M flavescens: absența ureazei le poate diferenția de M smegmatis Mycobacterium celatum este o specie relativ recent identificată drept cauză a unor infecții respiratorii Poate fi confundată cu M xenopi, dar cultivă sărac sau deloc la 45°C Mycobacterium gastri este o specie nepatogenă care contaminează ocazional probele de spută ori spălătură gastrică Este ușor identificată prin absența catalazei termorezistente, a ureazei și incapacitatea de a hidroliza Tween 80 Mycobacterium genavense a fost identificat în 1991 ca agent etiologic al unor infecții diseminate la pacienți cu SIDA Incidența acestor infecții este probabil subestimată din cauza exigențelor deosebite de cultivare ale speciei: nu crește pe mediul L-J sau alte medii uzuale pentru izolarea mycobacteriilor Inițial depistată radiometric pe mediul BACTEC, ulterior a fost cultivată și pe agar Middlebrook 7H11 Cultivă foarte lent (minimum 7 săptămâni), preferențial la pH ușor acid Mycobacterium haemophilum determină la pacienții imunocompromiși leziuni granulomatoase sau ulcere cutanate, artrite ori pneumonii din care poate fi izolat numai pe medii îmbogățite cu eritrocite lizate, hemină sau 1% citrat feriamonia-cal Crește numai între 24° și 32°C Mycobacterium malmoense apare în primoculturi abia după 8-12 săptămâni, motiv pentru care, în laboratoarele care nu prelungesc peste 8 săptămâni perioada de observare a culturilor, incidența reală a infecțiilor cu această specie poate fi subestimată Hidroliza Tween 80, rezistența la T2H, absența nitratreductazei și ureazei pot individualiza această specie Mycobacterium schimoidei Este rar implicată în infecții pulmonare; se particularizează printr-o relativă inerție biochimică, creșterea la 45°C, dar nu la 25°C, rezistența la T2H și hidroliza Tween 80 Mycobacterium terrae, complex Cele 3 specii, M terrae, M triviale și M nonchromogenicum, sunt uzual nepatogene Foarte rar a fost demonstrată implicarea lor în infecții pulmonare sau tendinite Identificarea poate fi realizată doar la nivel de complex Complexul M terrae se individualizează prin activitate cata-lazică mult mai intensă, hidroliza rapidă a Tween 80 și absența ureazei Mycobacterium ulcerans este o specie exotică implicată în etiologia unor ulcere cutanate în Africa și în Australia Inertă biochimic, cultivă numai la 30-34°C Mycobacterium xenopi determină infecții pulmonare și numai rar cu alte localizări Cultivă mai bine la 45°C decât la 37°C și deloc la 25°C Nu reduce nitrații 895 nu hidrolizează Tween 80, nu produce urează, circa 1/3 din tulpini dau testul aril-sulfatazei intens pozitiv (3) Specule fotocromogene Mycobacterium asiaticum și M simiae Aceste specii pot infecta accidental omul Mycobacterium simiae produce de regulă niacină și poate fi confundat cu M tuberculosis Mycobacterium asiaticum este fenotipic similar cu M gordonae Caracterul fotocromogen al speciilor simiene ajută la diferențierea lor Mycobacterium kansasii După complexul M avium, este a doua mycobacterie condiționat patogenă implicată în infecții la pacienții cu SIDA Crește între 24° și 37°C, dar nu și la 45°C Când este expusă la lumină în faza staționară poate să nu dezvolte pigment, de unde posibilitatea confuziei cu bacterii necromogene Morfologia coloniilor este variabilă Studiile de genetică moleculară indică existența unei diversități între tulpinile de M kansasii izolate la nivel mondial Mycobacterium marinam este un patogen al peștilor Riscul infecției apare după expunerea unor leziuni cutanate la apa contaminată (pescari, posesori de acvarii cu pești exotici înotători) și nu este legat de preexistența unei stări de imunodepre-sie Cultivă preferențial la 24-31°C (4) Speciile scotocromogene Mycobacterium flavescens este rareori implicat în infecții Reduce nitrații, hidrolizează Tween 80 și majoritatea tulpinilor tolerează NaCl 5% Mycobacterium gordonae este specia nepatogenă cel mai frecvent izolată în laboratoarele de microbiologic Cazurile în care îndeplinește criterii de semnificație clinică sunt foarte rare Se individualizează între speciile scotocromogene prin hidroliza Tween 80, absența ureazei și incapacitatea de a hidroliza pirazinamida Mycobacterium scrofulaceum determină mai frecvent limfadenite și doar rar infecții pulmonare sau diseminate Crește între 22° și 42°C, nu reduce nitrații, nu hidrolizează Tween 80, produce urează Mycobacterium szulgai determină rar infecții pulmonare și foarte rar infecții cu alte localizări Aproape 50% dintre tulpini hidrolizează Tween 80 și pot fi confundate cu tulpini de M flavescens care nu tolerează NaCl 5% Dar M szulgai este scotocromogen la 37° și fotocromogen la 25 °C 34 3 2 Specii cu ritm rapid de multiplicare Mycobacterium fortuitum, complex Speciile acestui complex se diferențiază de mycobacteriile saprofite cu ritm rapid de multiplicare prin creșterea pe mediul Mac Conkey fără cristal violet și absența pigmentogenezei Grupul M fortuitum reduce nitrații, iar grupul M chelonae nu în cadrul ultimului grup, creșterea pe mediul cu 5% NaCl la 28°C diferențiază M abcessus (crește) de M chelonae (nu crește) Mycobacterium smegmatis determină ocazional infecții ale plăgilor traumatice sau chirurgicale Spre deosebire de complexul M fortuitum nu produce arilsulfa-tază și nu crește pe mediul Mac Conkey Se diferențiază de M phlei, specie saprofită, rar izolată astăzi, prin absența pigmentului 896 34 4 ALTE ELEMENTE UTILE ÎN DIAGNOSTICUL INFECȚIILOR MYCOBACTERIENE Programul Național de Control al Tuberculozei stabilește condițiile în care se realizează testarea sensibilității la medicamentele antituberculoase Indiferent de metoda de testare folosită se compară creșterea bacteriană de pe tuburile test, conținând medicamente, cu cea de pe tuburile martor, după însămânțarea unui eșantion reprezentativ din populația bacilară de testat De regulă inoculul bacterian se prepară din cultură Metodele acceptate astăzi sunt enumerate în continuare Folosind mediul solid Lowenstein Jensen putem utiliza: - Metoda proporțiilor (Canetti) - măsoară proporția de bacili rezistenți din totalul bacililor cultivați, la o concentrație dată de substanță antituberculoasă; - Metoda concentrațiilor absolute (Meissner) - se ia în considerație cea mai mică concentrație de substanță antituberculoasă care inhibă creșterea sau permite o creștere a mai puțin de 1% din inoculul standardizat; - Metoda raportului rezistenței (Mitchison) - se compară pentru fiecare tulpină și substanță antituberculoasă CMI cu CMI a tulpinii H37Rv; - Metoda Bactec - radiometrică Sunt în curs de standardizare o serie de metode rapide: 1 Testul luciferazei - mycobacteriile viabile sunt infectate cu bacteriofagi care transportă gena luciferazei Ludferaza interacționează, în prezența ATP-ului, cu luciferina care emite lumină Germenii rezistenți continuă să producă ATP, respectiv lumină 2 LIPA-Rif ТВ (Line Probe Assay) Permite diagnosticul rapid al RMP rezistenței Presupune fragmentarea ADN-ului, amplificarea regiunii rpo-Ș, hibridizarea - în linie - cu secvențe nucleotidice complementare din regiunea rpo-fk Lipsa liniilor de hibridizare semnifică rezistența 3 FASTPlaque ТВ - Suspensia bacteriana incubată inițial 24 ore cu substanțe antituberculoase este infectată cu fagul D29 Acesta se multiplică în celulele viabile și le lizează Se adaugă o suspensie de M smegmatis care va fi infectată, rezultând „plăci“ circulare de liză, vizibile cu ochiul liber 4 Metode rapide care folosesc reducerea sărurilor de tetrazoliu sau resazurina ca indicatori ai creșterii bacteriene Diagnosticul infecțiilor produse de mycobacterii este adeseori dificil în acest context, nici un element (clinic, paraclinic, epidemiologie etc) nu poate fi neglijat Cu toate că diagnosticul bacteriologic rămâne de bază în precizarea etiologici, diagnosticul imunologic (imunobiologic și respectiv serologic) își păstrează și astăzi utilitatea BIBLIOGRAFIE BANERJEE, S GUPTA, S„ KUMAR, S„ et al : Seroreactivity of 31 kDa and 41 kDa mycobac-terial secretory proteins isolated from culture filtrate in extra pulmonary tuberculosis Indian J Pathol Microbiol 261-264, 2003 BHATTACHARYA, B„ KARAK K GHOSAL, A G , et al : Development of a new sensitive and efficient multiplex polymerase chain reaction (PCR) for identification and differentiation of dif-ferent mycobacterial species Trop Med Int Health 150-157, 2003 897 DIACONESCU, C HOMORODEAN, D„ POPA, M L, et al : Ghid de diagnostic bacteriologic al tuberculozei, 1-120 Atelierul Tipografic al Centrului de Calcul și Statistică Sanitară și Documentare Medicală, Ministerul Sănătății, ISBN 973-0-00655-5, 1998 DRANCOURT, M„ CARRIERI, P„ GEVAUDAN, M„ RAOULT, D : Blood agar and Mycobacterium tuberculosis: the end of a dogma, J Clin Microbiol 1701-1711, 2003 DROBNIEWSKI, F A CAWS M GIBSON A , YOUNG, D : Modern laboratory diagnosis of tuberculosis, Lancet Infect Dis , 141-147, 2003 GARCIA de VIEDMA, D : Rapid detection of resistance in Mycobacterium tuberculosis: a review discussing molecular approaches Clin Microbiol Infect 349-359 2003 GARRITY, G M , BELL, J A , LILBURN, T G , Taxonomic outline of the prokaryotes In Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2nd ed , 230-234, 2004 GOOD, R C , SHINN1CK, T M : Mycobacterium In L Collier, A Balows, M Sussman (eds) Topley and Wilson's Microbiology and Microbial Infections, 9th ed , Amold, London, voi 2, 549-576 1998 JOHANSEN, I , LARSEN, A , SANDVEN, P , et al : Drug susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis to fluoroquinolones: First experience with a quality control panel in the Nordic-Baltic collaboration , Int J Tuberc Lung Dis , 899-902, 2003 IOHANSEN, I S LUNDGREN В , TABAK, E et al : Improved sensitivity of nucleic acid ampli-fication for rapid diagnosis of tuberculous meningitis, J Clin Microbiol , 42 3036-3040 2004 MARTINEZ, V , GICQUEL, B : Laboratory diagnosis of mycobacterial infections Arch Pediatr S96-S101, 2005 McNERNEY, R„ KAMBASHI, B S , KINKESE, J„ TEMBWE, R„ Development of a bacteriophage phage replication assay for diagnosis of pulmonary tuberculosis, J Clin Microbiol 42 21152120, 2004 MIRZA, S RESTREPO, B I , McCORMICK, J„ FISHER-HOCH, S : Diagnosis of tuberculosis lym-phadenitis using a polymerase chain reaction on peripheral blood mononuclear cells Am J Trop Med Hyg , 461-465, 2003 MOORE, D F , GUZMAN J A , MIKHAIL, L T : Reduction in turnaround time for laboratory diagnosis of pulmonary tuberculosis by routine use of a nucleic acid amplification test, Diagn Microbiol Infect Dis , 247-254 2005 NICULESCU D POPA, M I , STAVRI, H et al : Serodiagnosis of Tuberculous Meningitis by Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Rom Arch Microbiol Immunol , T55, 3 20514, '1996 NOLTE F S , METCHOCK B : Mycobacterium In P R Murray E J Baron, M A Pfaller et al (eds) Manual of Clinical Microbiology, 6th ed , ASM Press, Washington D C , 400-437 1995 OPR1ȘAN, G , POPA M I , BĂLĂȘOIU, M , et al : Identification techniques evaluation of IS 6110 and Mt 308 as molecular markers of M tuberculosis strains isolated in Romania Pneuinophtysiol 35-8, 1997 ' PALOMINO, J C : Nonconventional and new methods in the diagnosis of tuberculosis: feasibility and applicability in the field, Eur Respir J , 339-350, 2005 POPA, L G , POPA, M I , ȘTEFAN, M : Diagnosticul de laborator în infecțiile produse microorganisme din genul Mycobacterium în POPA M l Diagnosticul de laborator în microbiologie Editura INFOMEDICA, București, 208-210, 2004 POPA L G , POPA M I Identificarea bacililor acido-rezistenți, ÎN BUIUC, D NEGUȚ, M (ed) Tratat de Microbiologie Clinică, Editura medicală, 861-876 1999 POPA, M I , GARIN, B , POPA, L G , KASSA E : Detectarea rapidă a rezistenței la rifampicină a tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis, Infomedica, 1, 31-33, 1997 POPA, M I , GOGUET, Y , TEODOR, I , et al : Genomic profile of Romanian M tuberculosis strains appreciated by spoligotyping Rom Arch Microbiol Immunol , 56, 1-2, 63-75, 1997 POPA, M L, NICULESCU, D„ STAVRI H„ STAVRI, D„ et al : Utilitatea evidențierii prezenței anticorpilor anti-mycobacterieni Studiul comparativ a două tehnici diferite Bacteriol Virusol ParazitoL Epidemiol 3, 179-81, 1997 RIDDERHOF, J WILLIAMS, L , LEGOIS, S„ et al : Assessment of laboratory performance of nucleic acid amplification tests for detection of Mycobacterium tuberculosis, J Clin Microbiol , 5258-5261, 2003 " 898 SALMAN, A , PARMAR P„ RAJAMOHAN, M et al : Subretinal fluid analysis in the diagnosis of choroidal tuberculosis, Retina, 796-799, 2003 SHARMA, M , AL-AZEM, A , WOLFE J , et al : Identification of a predominant isolate of Mycobacterium tuberculosis using molecular and clinical epidemiology tools and in vitro cytokine responses, BMC Infect Dis , 3, 2003 WASHINGTON, J A : Laboratory Procedures in Clinical Microbiology, 2nd ed Springer-Verlag New-York, 379-418, 1985 WAYNE, L G , KUBICA G P : The Mycobacteria In P H A Sneath N S Mair M E Sharpe et al (eds) Bergey's Manual of Systematic Bacteriology Williams and Wilkins Baltimore, voi 2 1435-1457, 1986 35 IDENTIFICAREA BACTERIILOR ANAEROBE (ALEXANDRA MACOVEI) 35 1 GENERALITĂȚI 35 1 1 Considerații taxonomice 35 1 2 Habitat și implicații în patologia infecțioasă 35 1 3 Spectrul de sensibilitate la agenții antimicrobieni și implicațiile sale în identificarea anaerobilor 35 1 4 Principii de identificare 35 2 EXAMENUL DIRECT 35 3 IZOLAREA ÎN CULTURA PURĂ NECESARĂ IDENTIFICĂRII 35 3 1 Obținerea culturii pure a dostridiilor 35 3 2 Obținerea culturii pure a bacteriilor anaerobe nesporulate 35 4 CLOSTR1DIILE 35 4 1 Minidefiniție 35 4 2 Caractere de cultivare 35 4 3 Caractere microscopice 35 4 4 Teste preliminare 35 4 5 Teste definitive 35 5 BACILII GRAM-NEGATIVI 35 5 1 Minidefmiții 35 5 2 Caractere de cultivare 35 5 3 Caractere microscopice 35 5 4 Teste preliminare 35 5 5 Teste definitive 35 6 BACILII GRAM-POZITIVI 35 6 1 Minidefmiții 35 6 2 Caractere de cultivare 35 6 3 Caractere microscopice 35 6 4 Teste preliminare 35 6 5 Teste definitive 35 7 IDENTIFICAREA COCILOR GRAM-PO- ZITIVI ANAEROBI 35 7 1 Minidefiniții 35 7 2 Caractere de cultivare 35 7 3 Caractere microscopice 35 5 4 Teste preliminare 35 5 5 Teste definitive 35 8 IDENTIFICAREA COCILOR GRAM-NE- GAT1V1 ANAEROBI 35 8 1 Minidefmiții 35 8 2 Caractere de cultivare 35 8 3 Caractere microscopice 35 8 4 Teste preliminare 35 8 5 Teste definitive 35 1 GENERALITĂȚI 35 1 1 Considerații taxonomice Bacteriile anaerobe aparțin unei mari varietăți de familii și genuri, unele dintre ele devenite, în ultimii ani, obiect al unor profunde remanieri taxonomice Operațională este clasificarea microscopică prin care introducem aceste bacterii în algoritmurile de identificare (tabelul 35-1) Metodele modeme ale biologiei moleculare au determinat în ultimii ani profunde remanieri, încă în curs, în unii taxoni ai bacteriilor anaerobe nesporulate, care îi apropie mai mult de o clasificare naturală Obiect al unor asemenea remanieri au fost în special genurile Bacteroides, Peptococcus, Peptostreptococcus ș a Pentru a evita confuzii vom preciza aceste remanieri menționând la genurile și speciile în cauză alături de numele nou și pe cel vechi 900 Tabelul 35-1 Categoriile microscopice ale bacteriilor anaerobe de interes medical Categoria microscopică Categorii taxonomice actuale Bacili gram pozitivi sporulați Genul Clostridium Bacili gram-pozitivi nesporulați Genul Actinomyces Genul Bifidobacterium Genul Euhacteriuni Genul Propionibacterium Bacili gram-negativi Genul Bacteroides Genul Megamonas Genul Porphyromonas Genul Prevotella Genul Tissierella Genul Fusobacterium Genul Leptotrichia Coci gram-pozitivi Genul Peptococcus Genul Peptostreptococcus Genul Ruminocoecus Genul Coprococcus Genul Sarcina Coci gram-negativi Genul Veillonella Genul Acidaminococcus Genul Megasphaera Spirochete Vezi 37 3 35 1 2 Habitat și implicații în patologia infecțioasă Bacteriile anaerobe sporulate, reunite în genul Clostridium, sunt larg răspândite în sol și prezente în colonul omului și animalelor Clostridium perfringens este specia cea mai răspândită Aproximativ 90% din persoanele normale o găzduiesc în cantități apreciabile în microbiota colonului și vaginului Anaerobii nesporulați domină speciile aerobe și facultative ale microbiotei indigene în proporții de 10-100:1 la nivelul căilor aerodigestive superioare, vaginului, unităților pilo-sebacee și a 1000:1 în colon Mediul intern și țesuturile normale au un Eh de cca +120 mV, nefavorabil dezvoltării bacteriilor anaerobe Potențialul patogen al anaerobilor se manifestă numai în condiții care le deschid acces spre mediul intern și le favorizează creșterea: soluții de continuitate ale învelișurilor însoțite de scăderi ale Eh-ului tisular prin necroze, corpi 901 străini, hematoame, tulburări de irigație sangvină, infecție mixtă cu organisme aerobe sau facultative, tumori maligne, arterioscleroză, aspirație de conținut orofaringian, imunodepresie (tabelele 35-2, 35-3 ) Tabelul І5-2 Caracterele distinctive ale bacteriilor anaerobe sporulate și nesporulate Caractere Bacterii sporulate Bacterii nesporulate Taxonomie și morfologie Genul Clostridium Bacili gram-pozitivi, sporulați, cu spor de tip clostridian, mobili cu excepția C perfringens care este imobil și capsulat Grupe taxonomice diverse: coci gram-pozitivi sau negativi, bacili gram-pozitivi sau negativi, vibrioni, spirili, mobili sau imobili Habitat Sol și microbiota indigenă Numai în microbiota indigenă Patologie Determinată de exotoxine Fără exotoxine Patogenitate Condiționat patogeni (Anaerobioză locală) Dublu condiționat patogeni (Anaerobioză locală și imunodepresie) Boala umană Determină sindroame caracteristice Laboratorul nu mai confirmă diagnosticul clinic Manifestări clinice variabile Diagnostic de certitudine numai bacteriologic Boala experimentală Ușor de realizat; reproduce boala umană Imposibil de realizat Evoluție Supraacută sau acută Acută sau cronică Diagnostic bacteriologic Ușor de stabilit (24-48 ore) Foarte greu (poate ajunge până la 14 zile) Testarea sensibilității la antibiotice Nu este obligatorie: sunt 100% sensibili la asociația penicilină metronidazol Sunt de asemenea sensibili la eritromicină, clindamicină, amoxicilină cu clavulanat de potasiu, cloramfenicol Obligatorie Sensibilitatea la antibiotice variază de la o specie la alta și, în cadrul aceleiași specii, de la o tulpină la alta Unii anaerobi determină îmbolnăviri cu simptome și semne clinice puternic predic-tive pentru o anumită etiologic Așa sunt: tetanosul, botulismul, gangrena gazoasă și enterocolita postantibiotică, actinomicoza Clostridium tetani de cele mai multe ori nici nu se poate izola din țesuturile bolnavului Botulismul poate să apară după ingestia unui aliment care vehiculează numai toxina botulinică Totuși C botulinum poate fi izolat din aliment, din plagă sau din scaunul sugarilor cu botulism infantil Gangrena gazoasă este determinată de o asociație de clostridii invazive, histotoxice, în care este indispensabilă prezența uneia dintre cele 3 specii majore: C perfringens, C novyi sau C sepiicum Enterocolita postantibiotică este o boală ecologică determinată de enterotoxina produsă de C difficile care se înmulțește în colon scăpat de sub controlul microbiotei indigene afectată prin antibiotice cu spectru larg Actinomicoza este o supurație cronică determinată de Actinomyces israelii sau, mai rar, alte specii de Actinomyces ori Propionibacterium propionicum Capacitatea predictivă a circumstanțelor clinice în infecțiile determinate de alți anaerobi (tabelul 35-3 ) este modestă Infecția cu anaerobi trebuie suspicionată în următoarele circumstanțe: (1) Evoluție într-un situs anatomic care comunică cu zone masiv colonizate de anaerobi (uter post-partum și post-abortum, peritoneu după perforații intestinale sau chirurgie pe tractusul gastrointestinal, pelvis ș a ) 902 Tabelul 35-3 Caractere microscopice și de cultură ale clostridiilor de interes medical Specia Sporul’ Corpul bacterian Zona de hemoliză Aspectul coloniilor pe agar-sânge C baratii R-0 S-T Umflat 0,5-1,9 pm/1,6-10,2 pm Unică Rotunde-neregulate, turtite-ușor convexe, ranslucide-opace C bifermentans oc/s Neumflat 0,6-1,9 pm/1,6-11 pm Unică Mici, rotunde, transparente C botidinum oc/s Umflat 0,6-1,4 pm/3,0-20,2 pm Unică Mari, fimbriate, transparente C butyricum ОС Neumflat 0,5-1,7 pm/2,4-7,6 pm Rotunde-neregulate, ușor convexe, alb-cenușii C cadaveris от Umflat 0,3-1,3 pm/1,4-9,4 pm b Rotunde, convexe, translucid-opace C clostridii- forme oc/sc Umflat 0,3-0,9 pm/1,4-9,0 pm Rotunde, convexe, alb-cenușii C difficile os Umflat 0,5-l,9 pm/3,0-16,9 pm - Rotunde/rizoide, turtite, cenușii-transpa-rente C histolyticum os Umflat 0,5-0,9 pm/1,3-9,2 pm Unică Rotunde-neregulate, ușor convexe, transparente C inocuum OT/S Umflat 0,4-1,6 pm/1,6-9,4 pm Unică Rotunde, convexe, transparente C novyi oc/s Umflat 0,6-1,4 pm/1,6-17 pm Unică Rotunde/neregulate, turtite, invazive C paraputrificum от Umflat 0,5-1,4 pm/1,9-17 pm - Rotunde, ușor convexe/plate Translucide-semiopace C perfringens Osc Umflat 0,6-2,4 pm/1,3-19 pm Dublă Rotunde, convexe, cenușiu-gălbui, transparente Colonii cu morfologii diferite (turtite, margini lobate, filamentoase etc ) pot apare în aceeași cultură C ramosum R/OT Umflat 0,5-0,9 pm/2-12,8 pm - Rotunde, convexe, incolore, transparente C septicum os Umflat 0,6-1,9 pm/1,9-35 pm Unică Neregulate, invazive, transparente C sordelii oc/s Puțin umflat 0,5-1,7 pm/1,6-20,6 pm Unică Rotunde-neregulate, turtite, cenușii, transparente-opace C sporogenes os Umflat 0,3-1,4 pm/1,3-16 pm Unică Fimbriate „cap de meduză”, opace C subterminale os Umflat 0,5-1,9 pm/1,6-11 pm Unică Rotunde cu margini lobate, bombate/ușor convexe, cenușiu-translucide C tertium от Umflat 0,5-1,4 pm/1,5-10,2 pm -/unică Rotunde, ușor convexe, alb-cenușii C tetani RT Umflat 0,5-1,7 pm/2,1-18,1 pm Unică Rizoide, turtite, cenușiu-transparente a Simboluri pentru spori: O - oval, R = rotund, C = central, S = subterminal, T = terminal b Hemoliză variabilă c Sporulează dificil in vivo și in vitro 903 (2) Infecția plăgilor mușcate de om (3) Pneumonii de aspirație (4) Infecții asociate condițiilor care produc distracții tisulare (tumori maligne, traumatisme), (5) Endocardite cu hemoculturi aerobe negative (6) Infecții apărate pe fondul administrării de aminoglicozide, antibiotice la care anaerobii sunt rezistenți sau cu alte medicamente puțin active asupra bacteriilor anaerobe (e g , chinolonele actuale, sulfametoxazol) în absența unei medicații active asupra acestor bacterii (7) Leziuni însoțite cu prezență de gaz în țesuturi, cu scurgeri fetide, cu înnegrirea sângelui din exsudat Examene preliminare de laborator ameliorează predicția pozitivă a semnelor clinice pentru infecția cu anaerobi: • bacterii cu morfologie tipică pe frotiul direct colorat Gram; • fluorescență roșie în ultraviolet a scurgerilor purulente; • absența creșterii aerobe a unor organisme observate în microscopia directă; • creștere numai în zona anaerobă a unui mediu fluid; • creștere anaerobă pe medii selective cu 75-100 pg kanamicină sau neomicină/ml ori, în cazul bacililor gram-negativi, 7,5 pg vancomicină/ml; • colonii caracteristice pe medii agarizate incubate anaeorob Laboratoarele de experiență în izolarea și identificarea bacteriilor anaerobe, când examinează produse patologice corect recoltate și transportate, confirmă în proporție de cca 40% din cazuri suspiciunea clinică de infecție cu anaerobi Peste 1/3 din aceste infecții sunt determinate de specii din grupul Bacterioides fragilis O altă treime este determinată de următoarele specii în ordinea frecvenței: Peptostreptococcus maguus, Prevotella melaningenica, Clostridium perfringes și Peptostreptococcus asaccharolyticus 35 1 3 Spectrul de sensibilitate la agenții antimicrobieni și implicațiile sale în identificarea anaerobilor Clostridiile și anaerobii nesporulați gram-pozitivi și-au păstrat sensibilitatea naturală la antibiotice Această considerabilă predicție pozitivă limitează necesitatea testelor de sensibilitate doar la infecții cu peptostreptococi care amenință viața pacientului La anaerobii gram-negativi, mai ales la bacili, rezistența plasmidică s-a extins rapid: e g , proporția rezistenței prin P-lactamaze, frecvent cu spectru extins, este de 93% la speciile grupului Bacteroidesfragilis, 40-60% la speciile de Prevotella și Porphyromonas, 30-40% la cele de Fusobacterium; a fost semnalată și la tulpini de Veillonella izolate din cavitatea bucală în următoarele 6 luni după tratament cu o P-lactamină în proporții variate a fost semnalată rezistență plasmidică față de tetraciclină, eritromicină clindamicină, cloramfenicol De aici necesitatea testării sensibilității la antibiotice a acestor izolate 904 Spectrul de activitate al metronidazolului se extinde la toate marile grupe de bacterii anaerobe cu excepția bacililor gram-pozitivi nesporulați, care sunt rezistenți Față de acest chimioterapie Mobiluncus se comportă diferențiat: M curtisii este rezistentă, în timp ce M mulieris este sensibilă 35 1 4 Principii de identificare Identificarea bacteriilor anaerobe este laborioasă Necesită dotări speciale și personal cu experiență pentru prelevarea, transportul, prelucrarea probelor și manipularea culturilor Uneori întârzie mai mult decât pentru bacteriile aerobe sau facultative din cauza exigențelor unor specii, cu creștere relativ lentă, sau pentru că trebuie apelat la laboratoare de referință însă un rezultat final temporizat mai mult de 2 săptămâni devine inutil pentru bolnav De aceea laboratoarele de microbiologic clinică trebuie antrenate până la un nivel de competență care să permită cât mai curând posibil: • confirmarea infecției cu bacterie (I) anaerobă (e); • identificarea corectă a categoriei microscopice; • diferențieri prezumtive, cu semnificație clinică, între anaerobii din aceeași categorie microscopică: diferențierea între bacilii gram-negativi ai grupului Bacterioides fragilis de cei ai genurilor Prevotella, Prophyromonas ori Fusobacterium etc Aceste rezultate trebuie comunicate etapizat înainte de identificarea speciei(lor) O comunicare desepriptivă preliminară „bacii gram-negativ anaerob, în curs de identificare" și în altă etapă „bacii gram-negativ anaerob care nu este B fragilis"' sau „bacii gram-negativ anaerob din grupul B fragilis" făcută în termen de 24-72 ore este mai utilă decât o identificare completă după 3 săptămâni Frecvent infecțiile cu bacterii anaerobe sunt mixte Utilitatea identificării complete a izolatelor trebuie apreciată critic în raport cu sediul leziunii și riscurile contaminării prelevatului cu microbiota indigenă, cu numărul izolatelor Astfel identificarea anaerobilor poate fi numai microscopică dacă depistăm mai mult de 3 morfotipuri pe frotiul direct sau izolăm mai mult de 4 organisme diferite, fără predominanța semnificativă a unuia dintre ele, în prelavate din următoarele situsuri: peritoneu, abdomen, pelvis, ulcere de decubitus sacrate, fesiere etc O formulare generică „floră fecală mixtă" este suficientă în asemenea circumstanțe, Două exigențe majore trebuie respectate la identificarea anaerobilor: (1) Asigurarea unei cantități suficiente de cultură pentru inocularea mediilor de testare și citirea testelor de identificare numai când avem siguranța creșterii adecvate evită întârzieri inutile (prin repetarea unor teste cu rezultate dubioase și erori dc identificare (2) Aprecierea corectă a categoriei microscopice a izolatelor Unii anaerobi sunt gram-variabili Celulele multor specii gram-pozitive (e g , Peptostreptococcus asaccharolyticus, Eubacterium plaurii, Clostridium ramosum, C symbiosum, C clostridi-forme) apar gram-negative în culturi bătrâne, după acidifierea mediului de cultură și chiar după simpla expunere la oxigen pentru efectuarea frotiurilor Colorarea Gram modificată de Kopeloff și Beerman, care presupune tamponarea colorantului și diferențiere cu acetonă (vezi Capitolul 41), atenuează variabilitatea tinctorială a acestor bacterii 905 Testarea față de vancomicină și colistin, deși necesită timp, diferențiază mai corect izolatele gram-pozitive (inhibate prin vancomicină, dar nu prin colistin) de cele gram-negative (inhibate prin colistin, dar nu prin vancomicină) O excepție sunt speciile de Prophyromonas sensibile la vancomicină și rezistente la colistin Metode de diferențiere mai eficientă și în timp scurt sunt accesibile numai laboratoarelor care dispun de cameră anaerobă: fixarea rapidă cu metanol sau formalină și colorarea în anaerobioză Prevotella melaninogemca, cu aspectul său cocobacilar, poate fi confundată cu coci gram-negativi, dar coloniile acestei specii examinate precoce în ultraviolet au fluorescență roșie și ulterior dezvoltă pigment negru, în timp ce Veillonella formează colonii nepigmentate, cu fluorescență dependentă de mediu, ocazională, slabă, care pălește rapid (vezi mai jos) Așa asigurăm introducerea corectă a bacteriilor anaerobe în algoritmul de identificare particular fiecărei categorii microscopice Laboratoarelor noastre clinice le este încă inaccesibilă identificarea prin cromatografie gaz-lichid a principalilor metaboliți volatili rezultați din fermentarea carbohidraților de către bacteriile anaerobe (vezi Capitolul 27) 35 2 Examenul direct Examinarea directă, macro- și microscopică, a prelevatului patologic oferă informații imediate, orientative, asupra prezenței bacteriilor anaerobe, caracterele morfo-tinctoriale și implicarea lor în procesul patologic Aceste informații sunt importante pentru decizia terapeutică inițială, empirică, în așteptarea rezultatelor de laborator Macroscopic suspiciunea infecției cu bacterii anaerobe este sugerată de: • Mirosul putrid datorat produșilor finali de metabolism • Fragmente de țesut necrotic ori scurgeri de culoare neagră produse de specii ale bacililor gram-negativi pigmentogeni anaerobi • Granule de „sulf ‘ asociate cu prezența unor specii de Actinomyces sau Propioni-bacterium propionicus • Prezența de puroi și sânge în plagă Microscopia directă pe frotiu colorat Gram relevă tipul și numărul de microorganisme precum și prezența sau absența celulelor inflamatorii Frotiul direct, în afară de controlul de calitate a prelevatului și orientarea terapeiei de primă intenție, poate sugera necesitatea unor medii sau metode speciale pentru izolarea bacteriilor anaerobe Dacă în primocultură nu sunt recuperate toate morfotipurile observate pe frotiul Gram direct rezultă că: • au fost comise erori în asigurarea condițiilor de anaerobioză la prelevarea, transportul și prelucrarea produselor patologice; • mediile de cultură și condițiile de incubare nu au fost corespunzătoare Anaerobii sporulați, pe frotiul colorat Gram, apar ca bacili gram-pozitivi groși, de lungimi variate, cu capetele rotunjite sau tăiate drept Au spori ovali ori sferici, subterminali, centrali sau terminali, cu diametrul mai mare, mai mic sau egal cu corpul bacterian Aspectele morfologice ale clostridiilor sunt rezumate în tabelul 35-3 906 Bacterioscopia directă a anaerobilor nesporulați nu este atât de importantă ca în cazul infecțiilor clostridiale deoarece aceste bacterii nu au aspect morfologic deosebit putându-se prezenta sub formă de coci, bacili, spirili, vibrioni gram-pozitivi sau gram-negativi în infecțiile datorate bacililor anaerobi nesporulați gram-negativi apar frecvent aspecte morgologice particulare formelor „L“, elemente sferice de diferite mărimi și forme filamentoase Diagnosticul de gen Fusobacterium se poate pune pe frotiul direct când se întrunesc două condiții esențiale: • Lipsa creșterii în aerobioză • Prezența simultană pe frotiu a 3 aspecte morfologice determinate de deficiențele peretelui bacterian: forme bacilare de 1,5-3 gm, sferice de 5-6 mm și forme filamentoase de 10-100 mm Filamentele pot prezenta umflături terminale sau mediane, care se desprind și se transformă în sferule libere Sferulele libere și filamentele pot avea corpusculi metacromatici, iar sferulele numeroase granulații Speciile de Bacterioides apar ca bacili gram-negativi de 1,2-3,0 gm/0,4-0,5 gm cu colorație bipolară Formele gram-negative cocobacilare sunt sugestive pentru genurile Prevotella și Prophyromonas Toate aceste forme particulare nu sunt obligatorii, în produsul patologic putând apărea doar bacili gram-negativi fără aspecte caracteristice Bacilii gram-pozitivi anaerobi nesporulați sunt imobili, ramificați sau neramificați, așezați izolat, în lanțuri sau palisade ori încrucișați Pentru patologia umană, cel mai important este genul Propionibacterium, care cuprinde bacili corineformi rar ramificați Genurile Bifidobacterium, Eubacterium și Actinomyces sunt formate din bacili gram-pozitivi ramificați Cocii anaerobi sunt morfologic asemănători cu cocii aerobi, dar mai pleomorfî 35 3 IZOLAREA ÎN CULTURA PURA NECESARĂ IDENTIFICĂRII în funcție de natura prelevatului patologic și rezultatele microscopiei directe putem suspiciona o infecție determinată de bacterii strict anaerobe (specie unică sau asociație de specii) ori o infecție mixtă aero-anaerobă 35 3 1 Obținerea culturii pure a clostridiilor Bateria de medii indicată pentru izolarea clostridiilor include: (1) Mediul VF sau mediul I IC cu came tocată regenerat (2) Un agar sânge: • geloză Martin 3%, glucozată 1%, cu 10% sânge de berbec; • agar Brucella, agar Columbia, agar infuzie cord-creier suplimentat cu extract de levură, vitamina Kl, hemină și 5% sânge de berbec; • agar cu alcool feniletilic și 5% sânge pentru inhibiția creșterii invazive a unor specii 907 (3) Mediul Nagler cu gălbenuș de ou în cazul probelor din abcese și plăgi (e g , gangrena gazoasă) deoarece testează izolatele pentru producerea de lecitinază, lipază și pretează Pe aceste medii clostridiile cultivă după 1-2 zile de incubare la 37°C Izolarea clostridiilor din prelevate contaminate trebuie făcută pe mediile agarizate, menționate mai sus, suplimentate cu 100 mm neomicină/ml ca agent selectiv Izolarea Clostridium difficile poate fi făcută pe agarul bază Oxid cu supliment selectiv (D-ciclo-serină și cefoxitină) Contaminarea importantă a prelevatului patologic impune pentru izolarea clostridiilor distrugerea formelor vegetative cu menținerea în viață numai a sporilor fie prin inactivare termică, fie prin tratare cu alcool etilic: • Inactivarea termică: Preâncălzește un tub cu bulion VF/mediul I IC și came tocară 5 minute la 80°C în baie de apă Suspensionează în acest tub 1 ml din prelevat, omogenizează și continuă încălzirea 10 minute Răcește în curent de apă și însămânțează suspensia într-un tub cu bulion VF/mediul 1 IC și came tocată, pe o placă cu agar-sânge anaerob și una cu mediul Nagler Există riscul de a pierde C perfringens când nu este sporulat și de a se menține viabile specii de Bacillus sporulate • Tratarea cu alcool: La 1 ml prelevat patologic omogenizat adaugă un volum egal de alcool etilic absolut sau de 95° Agită tubul o oră la temperatura camerei însămânțează cu proba astfel tratată mediile precizate mai sus Bulionul VF/mediul I IC folosește ca mediu de îmbogățire: dacă pe plăcile cu primocultură nu au apărut colonii de clostridii, repică pe un alt rând de plăci cultura în bulion însămânțează întotdeauna două plăci cu agar-sânge și incubează una anaerob și cealaltă aerob Când placa aerobă prezintă creștere, pentru a stabili dacă în prelevat există bacterii strict anaerobe, efectuează două frotiuri: unul din creșterea aerobă, celălalt din cea anaerobă Dacă pe cele două frotiuri apar aceleași morfotipuri bacteriene, izolatele sunt facultativ anaerobe Dacă pe frotiul din creșterea anaerobă apar și alte tipuri morfologice, acelea sunt sugestive pentru bacterii strict anaerobe Aspectul coloniilor clostridiale pe agar-sânge este rezumat în tabelul 35-3 La aspectul creșterii pe mediul Nagler ne vom referi mai jos Verificarea culturii pure stoc pentru identificare Repică, în funcție de caracteristicile care le prezintă, colonii (prin decuparea gelozei în jurul coloniei) în bulion VF regenerat Incubează 24 ore la 37°C Controlează tuburile cu creștere evidentă prin: • frotiu colorat Gram, pentru puritate; • repicare pe pantă de agar nutritiv incubată aerob, pentru caracterul aerob Izolatele corect purificate - au morfologie uniformă pe frotiul colorat Gram, nu cresc în aerobioză - sunt considerate strict anaerobe și pot fi testate biochimic (fig 35-1) 35 3 2 Obținerea culturii pure a bacteriilor anaerobe nesporulate Izolarea bacteriilor anaerobe nesporulate este una din cele mai dificile probleme ale bacteriologiei clinice Selectează mediile de cultură pentru izolare în funcție de caracterele morfotinctoriale ale bacteriilor observate la microscopia directă și de proveniența 908 prelevatului patologic (zonă normal sterilă versus colonizată; infecție localizată versus generalizată) Mediile uzual incluse în bateria minimală de izolare a acestor bacterii sunt: (1) Bulionul VF/mediul 1 IC regenerat pentru izolări din prelevate necontaminate (e g , hemoculturi) Suplimentarea cu hemină, vitamina Kl, 5% ser de iepure și 0,02% Tween 80 stimulează dezvoltarea anaerobilor gram-pozitivi nesporulați (2) Un agar sânge neselectiv; • geloză Martin 3%, glucoză 1% și cu 10% sânge de berbec; • agar Bruceella, agar Columbia, agar Schaedler sau agar infuzie cord-creier suplimentat cu hemină vitamina Kl și 5% sânge de berbec; • agar cu alcool feniletilic și 5% sânge de berbec pentru inhibarea creșterii invazive a unor clostridii și Proteus spp Bacilii gram-pozitivi necesită medii cu umiditate optimă Preferă mediile proaspăt turnate sau conservate cel mult o săptămână în pungă etanșă de polietilenă Epuizează prelevatele și efectuează repicările numai pe medii prereduse peste noapte în borcan anaerob (3) Un agar selectiv: (a) Pentru bacilii gram-negativi și cocii gram-negativi • Agar cu sânge lacat de berbec selectiv prin kanamicină 1000 (m/ml și vancomicină 2,0 pm/ml (concentrație preferabilă celei din formula originală cu 7,5 pm/ml inhibitoare pentru speciile azaharolitice de Porphyromonas") în lipsa vancomicinei folosește următorul amestec selectiv de antibiotice: kanamicină 100 pm/ml streptomicină 25 pm/ml, neomicină 25 pm/ml și polimixină В lOOU/ml • Agar-sânge-bilă eventual suplimentat cu antibiotice, selectiv pentru grupul Bacterioides fragilis, sau agar-bilă-esculină pentru izolarea selectivă și identificarea preliminară a speciilor din grupul B fragilis și a Bilophila spp (f) Pentru bacilii gram-pozitivi, inclusiv Mobihmcus, și pentru cocii gram-pozitivi nu folosim vancomicină ca agent selectiv Sunt utile kanamicina, neomicină și polimixină în concentrațiile indicate mai sus Mobiluncus este izolat cu bune rezultate pe medii cu colistin și acid nalidixic ori trimetoprim-sulfametoxazol și polimixină B Incubează culturile anaerobe la 37°C și după 48 ore urmărește zilnic apariția culturii până la 7 zile Un rezultat negativ nu poate fi comunicat decât după acest interval Pe agar-sânge coloniile bacteriilor anaerobe nesporulate nu au suficiente aspecte caracteristice pentru diferențiere De aceea, pentru obținerea culturii pure, repică două colonii din fiecare tip prezent Excepție fac speciile de Actinomyces care formează inițial microcolonii în formă de păianjen, iar pe măsură ce cresc apar albe, opace, mamelonate și cu margini neregulate (aspect din dinte molar) Pe agarul cu sânge lacat suplimentat cu hemină și vitamina К1 speciile de Prevotella și Prophyromonas se diferențiază prin formarea de pigment brun sau negru Pigmentul poate colora colonia, se poate dezvolta înjurai sau sub colonie în agarul-sânge selectiv prin bilă coloniile speciilor din grupul Bacterioides fragilis determină apariția unui precipitat cafeniu datorat descompunerii sărurilor biliare Acest mediu suplimentat cu antibiotice este strict selectiv: dintre toate bacteriile anaerobe cresc 909 numai cele din grupul B fragilis, iar dintre cele aerobe doar unele tulpini de Proteus și coci gram-pozitivi, care vor fi regăsiți în cultura aerobă Pe agarul bilă-esculină pentru Bacterioides, coloniile grupului B fragilis produc înnegrirea mediului prin hidroliza esculinei, iar cele de Bilophila wadsworthia apar rotunde și numai cu central negru (hidroliza esculinei negativă) Verificarea culturii pure stoc pentru identificare Repică, în bulion VF regenerat, colonii de pe suprafața plăcilor de izolare prin prelevare cu ansa sau prin decuparea unui pătrat de geloză care conține colonia Controlează puritatea culturii obținută în mediul lichid procedând ca și pentru clostridii (vezi 35 3 1 ) 35 4 IDENTIFICAREA CLOSTRIDIILOR Clostridii lecitinazo-pozitive • C baratii • C bifermentans • C novyi tip А, В • C perfringens • C sordelii Clostridii lecitinazo-negative • C botulinum • C butyricum • C cadaveris • C clostridiiforme • C difficile • C histolyticum • C inocuum • C novyi tip C • C paraputrificum • C ramosum • C septicum • C sporogenes • C subterminale • C teritum • C tetani 35 4 1 Minidefiniție Bacili uzual gram-pozitivi, cel puțin în cultura tânără, dar la unele specii forme gram-pozitive nu pot fi văzute prin metodele uzuale de colorare Majoritatea speciilor sunt mobile cu flageli peritrichi Produc endospori ovali sau sferici care, uzual, deformează celula și sunt termorezistenți Catalazo-negativi Anaerobi cu puține specii aerotolerante Unele specii atacă zaharurile fermentativ, altele sunt azaharolitice 910 35 4 2 Caractere de cultivare Pe medii agarizate colonii distincte ale clostridiilor apar după 48 ore; în bulion cresc mai repede Speciile imobile formează pe suprafața mediilor agarizate colonii rotunde cu margini regulate sau lobate, mai mult sau mai puțin convexe, iar în agar moale colonii uzual lenticulare Coloniile de suprafață ale speciilor mobile au margini ondulate sau rizoide cu tendință invazivă; cele din profunzimea agarului moale sunt în general pufoase ori dendritice Pe agar-sânge majoritatea speciilor sunt hemolitice Coloniile de Clostridium perfringens produc dublă hemoliză tipică: zonă internă, mai îngustă, de hemoliză completă datorată toxinei P și o zonă externă, mai largă, de hemoliză incompletă datorată toxinei a Toxina 8 produsă de tulpini din tipurile В și C determină zone foarte largi de hemoliză Tulpinile termo-rezistente de C perfringens sunt foarte slab hemolitice în bulionul cu carne tocată speciile zaharolitice degajă gaz și înroșesc depozitul de carne, cele proteolitice innegresc și digeră depozitul de carne cu degajare de miros fetid 35 4 3 Caractere microscopice Clostridiile sunt bacili gram-pozitivi, dar unele specii sunt gram-variabile și, în culturi bătrâne apar gram-negative Clostridium clostridiiforme, C ramosum, C sphaenoides aproape întotdeauna, sunt gram-negative Pe frotiul Gram poate fi urmărită satisfăcător prezența endosporilor care, având diametrul mai mare, deformează bacilii, pot fi sferici sau ovali, dispuși terminal, subterminal sau central Unele specii sporulează ușor fie în bulion nutritiv, fie pe agar-sânge Alte specii sporulează numai după zile sau săptămâni de incubare a culturii pe mediul Nagler sau pe pantă de agar cu carne tocată La C perfringens, C clostridiiforme și C ramosum endosporii sunt rar detectabili microscopic Caracterele de cultură și microscopice ale principalelor clostridii cu interes medical apar în tabelul 35-3 35 4 4 Teste preliminare (1) Sporii pot fi detectați microscopic sau prin testul termic • Microscopia Dacă pe frotiul colorat Gram din primocultură în bulion sau pe agar sânge nu observi spori, repică pe mediul Nagler sau pantă de agar cu carne tocată (vezi Capitolul 39), incubează 48 ore la 37°C și în continuare la temperatura camerei Urmărește sporularea prin frotiuri colorate Gram efectuate la intervale de 3-4 zile Notează forma și poziția sporilor • Testul termic este mai sensibil decât microscopia Sporii clostridiali uzual supraviețuiesc după încălzirea 10 minute la 80°C Dacă pe frotiul colorat Gram din cultura 911 pe mediul agarizat nu observi spori, inoculează câte o ansă din această cultură în două tuburi cu bulion peptonă și extract de levură adiționat cu 1% glucoză și 1% amidon, încălzește unul din tuburi la 80°C timp de 10 minute în baie de apă Incubează apoi ambele tuburi la 37°C până la apariția culturii în tubul martor Dacă în tubul încălzit apare cultură testul este pozitiv (prezenți spori termorezistenți), iar dacă cultura nu apare nici după prelungirea incubării până la 10 zile testul este negativ, bacteria nu sporulează Verifică testul cu un martor pozitiv (tulpină sporogenă de Clostridium) și un martor negativ (tulpină de Bacteroides fragilis) (2) Sensibilitatea la vancomicină verus colistin (vezi 35 5 4 ) Testul orientează precoce diagnosticul în cazul speciilor gram-variabile sau uzual gram-negative, care sporulează dificil cum sunt C clostridiforme ș a Toate clostridiile sunt rezistente la colistin și sensibile la vancomicină (3) Producerea de lecitinază și lipază Repică în striu longitudinal, pe o placă cu mediu Nagler, izolatele din cultura pură în bulion VF Mai multe tulpini pot fi testate astfel pe aceeași placă Incubează anaerob la 37°C Urmărește cultura până la 48 ore pentru producerea de lecitinază: precipitat opac în mediul din jurul creșterii, și până la o săptămână pentru producerea de lipază: film perlat, iridescent pe creșterea bacteriană și mediul imediat adjacent (4) Creșterea în lapte tumesolat sau cu bromcrezol purpur (vezi Capitolul 40) Urmărește: acidifîerea, apariția și caracterele cheagului, digestia cheagului Coroborate cu caracterele de cultură, microscopice și alte teste preliminare, reacțiile în lapte tumesolat pot individualiza satisfăcător specia cel mai frecvent întâlnită: C perfringens, singura clostridie care uzual nu sporulează, formează zona dublă de hemoliză, produce lecitinază pe agar Nagler și cheag alveolar în lapte tumesolat 35 4 5 Teste definitive (A) Clostridii care produc lecitinază Testul de neutralizare a lecitinazei poate fi practicat de laboratoarele care dispun de anti-toxină C perfringens, înmoaie un tampon de vată în antitoxină standard și etalează pe jumătatea unei plăci cu mediul Nagler Usucă placa la termostat însămânțează în striu longitudinal, peste ambele jumătăți ale plăcii, izolatele din cultura pură în bulion VF Incubează anaerob peste noapte la 37°C Clostridium perfringens produce halou de precipitare în jurul striei de cultură din jumătatea martor, dar nici o precipitare sau numai una discretă în jumătatea tratată a plăcii Reacții asemănătoare dau С novyi, C bifermentans, C sordelii și C baratii, dar nu creează dificultăți pentru că aceste specii sporulează ușor (excepție C baratii) și nu formează dublă zonă de hemoliză pe agar-sânge Practicarea testului pe agar Willis-Hobbs diferențiază C perfringens și prin capacitatea de fermentare a lactozei: striul de cultură înconjurat cu hallou roz la care, în jumătatea martor, se adaugă halou opac Clostridum baratti fermentează slab lactoza restul speciilor sunt lactozo-negative (Tabel 35-4) Testele minimale indicate pentru identificarea clostridiilor producătoare de lecitinază sunt: mobilitatea, fermentarea lactozei, producerea de lipază, de urează, hidroliza gelatinei 912 Tabelul 35-4 Caractere diferențiale între clostridiile producătoare de lecitinază Caractere3 s -g C bifermentans C novyi tip A m a 0 c C perfringens 5 g cj Reacții în lapte tumesolatb C CD C D CRA CD Digestia cărnii - + ± ± + ± Mobilitate - + + + - + Lactoză, fermentarea +s - - - + - Lipază, producerea de — + - - Urează, producerea de - — - - — 4- Gelatină, hidroliza - + + + + + Esculină, hidroliza + ± - — d “ Simboluri: + = reacții pozitive la > 90% din tulpini; - = reacții negative la > 90% din tulpini: ± = reacții pozitive la 61-89% din tulpini; + = reacții pozitive la 11-39% din tulpini; s = reacții slabe (la fermentarea zaharurilor pH 5,5-5,9) b Reacțiile în lapte tumesolat: C = coagulat, CD = coagulat și digerat, CRA = coagulat, retractat, alveolar, D = digerat și esculinei, digestia cărnii (vezi Capitolul 40) Tabelul 35-4 rezumă caracterele speciilor de Clostridum producătoare de lecitinază (B) Clostridiile care nu produc lecitinază Tabelul 35-5 cuprinde cheia de identificare a clostridiilor lecitinazo-negative bazată pe următoarele teste minimale: mobilitatea, fermentarea zaharurilor, producerea de lipază, producerea de indol, hidroliza gelatinei, a esculinei, digestia cărnii (vezi Capitolul 40), creșterea aerobă pe agar-sânge (aerotoleranța) 35 5 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM-NEGATIVI ANAEROBI NESPORULAȚI • Bacterioides • Porphyromonas • Prevotella • Fusobacterium Din acest mare grup de bacterii principalele specii cu interes medical aparțin genurilor Bacteroides, Prevoltella, Porphyromonas și Fusobacterium Genul Bacterioides este, de câțiva ani, obiectul unor importante remanieri taxonomice: a fost restrâns la grupul Bacterioides fragilis și speciile strâns înrudite; alte specii, încă afiliate, nepigmentate, slab zaharolitice sau azaharolitice, sunt obiect al unor virtuale remanieri; speciile pigmentogene azaharolitice au fost regrupate în genul Porphyromonas iar cele zaharolitice în genul Prevotella 913 о £ ШіШ Caractere diferențiale între clostridiile non-producătoare de lecitinază Caractere3 C botulinum 3 C £ 3 G ■ч Q 0 G £ o G i G 3 £ •Й G E 3 3 0 0 3 G U a 0 3 G 3 & £ 3 Q 4 G 3 и О К 5 G Б 3 0 3 4 G 5 0 * и J3 3 •м и G £ 3 4 G 3 2 G ffl’C 4 PS ,0 на л Q G a p Lapte tumesolat, reacții în D c/~ CD CRA CD C D - C С CRA D CD CRA -/С Digestia cărnii £ - £ £ + + £ £ - £ £ - £ £ £ £ £ Mobilitate £ £ + £ + + £ £ £ £ £ £ - £ Acid din: Glucoză £ £ + £ £ £ £ + £ £ £ £ £ - £ Maltoză -li £S d + - £s - - £ £ £ -/s - £ Lactoză - - - + - £ - - - £ £ £ - - + Zaharoză - £s - + + - + - £ £ - - - £ Salicină - - - £ £ -/s + - £ £ d - - £ Manitol - - - £ - - £ £ - £ - - £S Lipază, producere de £ £ £ - £ Indol, producere de - - £ - + £ - - £ - - - - - - £ Gelatină, hidroliza £ £ £ - + - £ £ - £ - - £ £ £ £ Esculină, hidroliza £ - + - £ £ - £ - £ £ £ £ £ - Creștere aerobă pe agar-sânge £ £ - a Simboluri: + = 90% tulpini pozitive (la fermentarea zaharurilor pH sub 5,5); - = 90% tulpini negative; £ = 61-89% tulpini pozitive; d = 40-60% tulpini pozitive; £ = 11-39% tulpini pozitive; s = reacții slab pozitive (la fermentarea zaharurilor pH 5,5-5,9), Pentru laptele tumesolat: C = coagulat; CD = coagulat, digerat; CRA = coagulat, retractat, alveolar; D = digerat Când sunt menționate două reacții: prima este mai uzuală și întâlnită la 60-90% din tulpini b Tulpini lecitinază -/+ 35 5 1 Minidefmiții Bacteroides: Mici bacili (pot fi și cocobacili) gram-negativi, imobili, nesporulați Strict anaerobi Fermentează carbohidrații cu producere de acid și gaz; metaboliții finali majori fiind acizii acetic și succinic Porphyromonas: Bacili și cocobacili gram-negativi imobili, nesporulați, strict anaerobi, pigmentogeni prin producere de protohem în exces, fermentează aminoacizii mai ales aspartic și glutamic, cu formare, ca metaboliți finali volatili majori, de acizi n-butiric, acetic și propionic; în cantități mai mici formează acizii izobutiric, izovaleric succinic și fenilacetic Prevotella: Bacili polimorfi gram-negativi, imobili, nesporulați, strict anaerobi Unele specii sunt pigmentogene Fermentează carbohidrații cu formare, ca metaboliți finali majori, a acizilor acetic și succinic; ocazional și în cantități mai mici formează acizii izobutiric, izovaleric sau lactic Fusobacterium: Bacili gram-negativi polimorfi (forme filamentoase, fuziformc, balonizate, cocobacilare), imobili, nesporulați Fermentează carbohidrați aminoacizi sau peptide, cu formare de acid n-butiric ca metabolit final major Laboratoarele clinice nu pot efectua curent cromatografie gaz-lichid pentru identificarea metaboliților volatili finali necesară identificării rapide a acestor bacterii până la nivel de specie Pot conduce totuși identificarea prin teste convenționale până la grupe de specii, chiar până la nivelul unor specii 35 5 2 Caractere de cultivare Bacteroides Speciile acestui gen formează pe agar-sânge, după 24-48 ore de incubare anaerobă la 37°C, colonii rotunde, ușor convexe, cu margini regulate și diametrul de 1-3 mm; lucioase, umede, cenușiu-translucide sau semiopace în primoculturi pot fi mucoide Uzual nehemolitice, Puține tulpini pot fi hemolitice, rar Ș-hemolitice Caracterele de cultivare nu diferențiază speciile Porphyromonas Strict anaerobe, speciile acestui gen formează după cca 48 ore la 3 7°C, pe agar-sânge, colonii rotunde, convexe, cu margini regulate și diametre care variază între minuscule și 3 mm; lucioase, umede, rar rugoase Progresiv se pigmentează, de la periferie spre centru, întreaga colonie putând ajunge neagră în 6-10 zile Prevotella cultivă strict anaerob și formează, după 48 ore de incubare la 37°C, colonii care variază între minuscule și 2 mm diametru, rotunde, convexe, cu margini regulate și suprafața umedă, lucioasă Hemoliză și pigmentogeneza variază cu specia Fusobacterium Foarte sensibile la toxicitatea oxigenului, speciile de Fusobacterium cultivă în anaerobioză strictă și formează, după 48 ore la 37°C, colonii care se diferențiază în două tipuri; • cele de F necrophorum subsp necrophorum au cca 2 mm diametru, sunt circulare, turtite, cu margini erodate, opace, albe sau cenușii, intens Ș-hemolitice; • cele de£ necrophorum subsp funduliformis și ale altor specii sunt mai mici, până la 1 mm diametru, rotunde, cu margini regulate, netede, cenușii-translucide, slab și tardiv P-hemolitice Culturile de F necrophorum degajă un intens miros putrid 915 35 5 3 Caractere microscopice Bacterioides, Prophyromonas și Prevotella apar ca bacili și cocobacili gram-negativi polimorfi Generează rar forme „L“ și sferoplaști; de aceea filamentele și formele bizare sunt numai ocazional observate La ultimile două genuri sunt frecvente formele cocobacilare Speciile de Fusobacterium au un polimorfism accentuat explicat prin frecvența defectelor de structurare ale peretelui bacterian Fusobacterium nucleatum este un bacii cu grosimea de 0,4-0,7 pm și lungimea de 4-10 pm, fuziform cu centrul balonizat, dispus izolat, în perechi sau în „snopi“; are incluziuni granulare Fusobacterium necrophorum are un polimorfism remarcabil: bacili cu capete rotunjite sau ascuțite, frecvent încurbați și cu umflături sferice; posibile forme cocobacilare și filamentoase cu incluzii granulare La F naviforme predomină bacilii lungi, adesea cu aspect de barcă, dispuși în perechi sau lanțuri, moniliformi în culturile bătrâne F mortiferum este de un polimorfism extrem: predomină aspectele filifonne și globulare F gonidiaforme este un bacii ușor polimorf, frecvent vacuolat, dar în culturi bătrâne și în cultura pe medii insuficient reduse apar forme sferice și de gonade (de unde și numele) Fusobacterium varium este un mic bacii care nu generează forme sferice sau filamentoase 35 5 4 Teste preliminare (1) Testarea difuzimetrică cu rondele de kanamicină (1000 pg), vancomicină (5 pg) și colistin (10 pg) Procedează ca pentru antibiograma difuzimetrică pe o placă cu un agar bază indicata pentru anaerobi suplimentat cu hemină, vitamina K 1 și sânge (2) Toleranța la bilă Dacă nu ai folosit pentru izolare și o placă cu agar-sânge și bilă ori agar-sânge cu bilă și esculină (vezi Capitolul 39), depune pe placa însămânțată un disc impregnat cu bilă (3) Pigmentogeneza însămânțează o placă cu agar-sânge lacat de iepure, cel mai eficient mediu pentru formarea rapidă a pigmentului (4) Fluorescența în radiație ultravioletă cu lungime mare de undă (360 nm) Iradiază în cameră obscură cultura pe agarul cu sânge lacat de iepure în tabelul 35-6 prezentăm o cheie pentru identificarea preliminară a bacililor gram-negativi anaerobi cu interes medical semnificativ 35 5 5 Teste definitive (1) Testează catalaza direct pe cultura din placa cu mediul Nagler suplimentat cu hemină (vezi Capitolele 39,40) (2) Urmărește hidroliza esculinei: pentru speciile tolerante la bilă direct pe placa cu agar bilă-esculină, pentru restul speciilor în tub cu bulion peptonă-extract de levură-esculină (vezi Capitolele 39, 40) 916 Tabelul 35-6 Cheia pentru identificarea prezumtivă a bacililor gram-negativi anaerobi de interes medicala (adaptat după Jousimies-Somer et al , 1995) Grupe sau specii Kanamicină (1000 pg) Vancomicină (5 pg) Colistin (10 pg) Toleranța la bilă Pigment Fluorescență roșie-cărămizie Bacteroides fragilis, grup R R R + - Bacteroides spp , altele R R V T Specii pigmentogene: Porphyromonas spp R S R - + Prevotella spp Rs R V - + Prevotella intermedia! P nigrescens Rs R S - + P loescheiiR R V - + + Prevotella spp , altele R R V - - - Fusobacterium spp S R s V F nucleatum S R s - F necrophorum s R s + F varium-F mortiferum s R s a Simboluri: R = rezistent; S = sensibil; Rs = majoritatea tulpinilor rezistente; V = variabil; + = test pozitiv; - = test negativ; - = cele mai multe tulpini pozitive, unele negative; T = cele mai multe tulpini negative, unele pozitive (3) Urmărește hidroliza gelatinei prin una din metodele precizate în Capitolul 40: fie în bulion VF sau mediul I IC gelatinat, fie cu langheteă de film fotografic imersată în cultura în bulion a tulpinii testate (vezi Capitolul 40) (4) Testează producerea de indol în bulion VL (vezi Capitolele 39, 40) (5) Urmărește producerea de lipază în cultura pe mediul Nagler (6) Stabilește spectrul de fermentare al zaharurilor în tuburi cu bulion VL adiționat cu zaharurile indicate pentru fiecare grup de specii sau gen (vezi Capitolele 39, 40 și tabelele 35-7 până la 35-9) Identificarea speciilor din grupul Bacteroidesfragilis este rezumată în tabelul 35-7 Pentru identificarea altor specii ale genului adresează-te laboratorului de referință Identificarea speciilor de Porphyromonas și a celor pigmentate de Prevoltella este rezumată în tabelul 35-8 Speciile de Fusobacterium pot fi diferențiate prin bacteria de teste prezentată în tabelul 35-9 917 Tabelul 35-7 Teste biochimice pentru diferențierea speciilor din grupul Bacteroides fragilis Testul3 B caccae Ș â CQ •s Й CQ fî fragilis î £ CQ s s аз '2 § «J 2 CQ 0 fî uniformis 5 s Creștere în 20% bilă + + + + + + + + s+ + Indol - - + - - + + + + - Esculină, hidroliza + + + + + 4- + + Catalază - + - Fermentarea: Glucoză + + + 4- + + + + + + Lactoză + + + + + + + + + + Zaharoză + + - + + + + + + 4- Ramnoză + + - - + 4- 4- - 4- Trehaloză + — - + + - + + - Manitol - - - - - + - - - - Xiloză + + + + + + + + 4* + Arabinoză - - + - •- - - + + + Salicină + + - + + - + — - a Simboluri: + = rezultat pozitiv (creștere stimulată de bilă); - = rezultat negativ; s+ = slab pozitiv (creștere săracă similară cu martorul) La fermentarea zaharurilor: + = pH sub 5,5; - = pH > 5,7 Unde sunt menționate 2 simboluri, cel superior indică rezultatul cel mai frecvent Tabelul 35-8 Caractere diferențiale ale principalelor specii de bacili gram-negativi anaerobi pigmentogeni de interes medical3 Grupe și specii Indol Li pază Catalază Esculină, hidroliză Acid din: ÎGlucoză jCelobioză 1 Lactoză Salicină Azaharolitice Porphyromonas asaccharoh'tica0 + — P endodontalisb 4- - - - - - P gingivalisb + - - - - - - Zaharolitice Prevotella corporis - - + - P denticola - - - + + - P intermedia + - - — - - P loescheii V - - + + + V P melaninogenica - — - + + + 4 a Simboluri: Vezi nota de subsol a de la tabelul 35-6 b Această baterie minimală de teste nu poate diferenția între cele 3 specii; apelează la laboratorul de referință 918 Tabelul 35-9 Caractere diferențiale ale speciilor de Fusobacterium* Specii Morfologia Creștere în 20% bilă -O o **■* 0- c N KJ Q Indol Lipază Esculină, hidroliza Acid din: Propionat dinc Glucoză " 1 Fructoză 1 1 Manoza 1 Lactat I Treonină F gonidiaformans Forme sferice și de gonade + + - - 4 F mortiferum Polimorfism extrem: forme bizare, sfere, colorație inegală + + + t 4 F naviforme Formă de barcă - - + — - Ș - - - F necrophorum Polimorf: filamente, sfere; colorație fragmentară T + + d - s s - 4 4 F nucleatum Bacili fuziformi - - + - - s s - - 4 F rusii Bacili și filamente moniliforme - - - F varium Bacili scurți și cocobacili + + - - - - 4 F ulcerans Bacili cu capete ascuțite și umflături centrale + 4 - + - - + a Simboluri: Vezi și nota a de la subsolul tabelului 35-6; I = majoritatea tulpinilor pozitive, unele tulpini slab pozitive; s = majoritatea tulpinilor negative, unele tulpini slab pozitive; | = majoritatea tulpinilor slab pozitive, unele tulpini pozitive; s - majoritatea tulpinilor slab pozitive, unele tulpini negative b PYG = peptone-yeasl-glucose, în cazul de față coloană de agar cu peptonă-extract de levură-glucoză c Teste accesibile numai laboratoarelor care pot efectua cromatografîe gaz-lichid 11 Lipază pozitive sunt tulpinile de F necrophorum subsp necrophorum și lipază negative cele din subsp funduliforme 35 6 IDENTIFICAREA BACILILOR GRAM-POZITIVI ANAEROBI NESPORULAȚI • Actinomyces • Bifîdobacterium • Eubacterium • Mobihmcus • Propionibacterium Acest grup, cel mai heterogen între bacteriile anaerobe, reunește genurile: Actinomyces, Bifîdobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Mobihmcus, Propionibacterium și Rothia Majoritatea sunt strict anaerobe, dar unele specii sau numai tulpini sunt microaerofile sau aerotolerante De aceea genul Lactobacillus este prezentat în Capitolul 30 3 , iar genul Rothia în Capitolul 30 4 Exceptând actinomicoza, determinată de Actinomyces israelii, A naeslundii sau Propionibacterium propionicus în asociație cu floră mixtă, infecțiile cauzate de bacilii 919 anaerobi gram-pozitivi nesporulați sunt rare: abcese (Bifidobacterim, Eubacterium, Propionibacterium), infecții ale plăgilor post-operatorii, pleurezii (Eubacterium, Lactobacillus catenaforme) sau endocardite subacute (Propionibacterium) Mobiluncus apare semnificativ asociat cu Gardnerella vaginalis la pacientele cu vaginoză 35 6 1 Minidefiniții Actinomyces: Bacili gram-pozitivi ramificați, imobili, nesporulați, neacido-rezistenți, catalazo-negativi (cu excepția A viscosus și A howeUii, două specii cu interes limitat pentru microbiologia clinică), microaerofili sau strict anaerobi, atacă zaharurile fermentativ Bifidobacterium: Bacili gram-pozitivi cu ramificare rudimentară, imobili, nesporulați, neacido-rezistenți, catalazo-negativi, strict anaerobi, atacă zaharurile fermentativ Eubacterium: Bacili gram-pozitivi neramificați, imobili, nesporulați; neacido-rezistenți, catalazo-negativi, strict anaerobi Unele specii atacă zaharurile fermentativ, altele nu Mobiluncus: Bacili încurbați, gram-variabili sau gram-negativi, dar cu perete de tip gram-pozitiv, mobili printr-un smoc de flageli subpolari, catalazo-negativi, strict anaerobi, atacă zaharurile fermentativ Propionibacterium: Bacili difterimorfi, bifizi sau chiar ramificați, ocazional cocoizi; imobili, nesporulați, catalazo-pozitivi sau negativi (în raport cu specia), anaerobi până la aerotoleranți, atacă zaharurile fermentativ cu formare de acid propionic ca principal metabolit final 35 6 2 Caractere de cultivare Urmărește relațiile cu oxigenul, viteza și aspectul creșterii, utile pentru o identificare prezumtivă (1) Relațiile cu oxigenul Suspensionează, în soluție salină izotonă până la densitatea etalonului 3 din scara Mac Farland, cultura purificată pe mediul și în condițiile de izolare Din acest inocul însămânțează, cu aceeași pipetă capilară, câte o picătură pe 6 pante cu agar infuzie cord-creier în tuburi cu dop de bumbac, pentru a determina relațiile cu oxigenul, și într-un tub cu bulion thioglicolat îmbogățit, pentru viteza creșterii Incubează pantele de agar după cum urmează (a) Pentru condiția aerobă: două pante plasate în incubator cu dopurile originale de bumbac ca atare (b) Pentru condiția microaerofilă sau capnofilă (aerob + СО,): taie la două pante partea externă a dopurilor și înfundă restul dopului până aproape de partea superioară a pantei Plasează pe partea superioară a dopului mici tampoane de vată hidrofilă peste care adaugă la fiecare tub 5 picături din soluție 2 M de KH,PO4 Bușează imediat tuburile cu dop de cauciuc și incubează (c) Pentru condiția anaerobă Pregătește două tuburi ca la (b), dar adaugă în fiecare tub 5 picături din soluția 10% KOH și 5 picături soluție de pirogalol (10 g acid pirogalic în 15 ml apă distilată) Urmărește și înregistrează rezultatele după 1,3 și 7 zile de incubare la 37°C (tabelul 35-10 ) Rezultatele sunt valabile numai dacă în tuburile unei perechi creșterea este aproximativ egală în caz contrar, testul trebuie reluat 920 Tabelul 35-10 Caractere diferențiale ale speciilor de Actinomyces, Bifidobacterium, Eubacterium și Propionibacterium de interes medical Testul® Л israelii Â meyeri и 4) g 1 s *§ 3 § g ’C 3 8 и •Й ■§ CQ B dentium 5 E alactolyticum E lentum E limosum 8 c Q a ' ș Aerotoleranță: o2 - - (+) (+) 4- 4- - - - - - - - (+) - O2 + CO2 (+) (+) 4- 4- + 4- - - - - - - - (+) 4- AnO2 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- ■¥ 4- Viteza creșterii L M M M M M R R R R L M R L L Microcolonii filamentoase 4- - d d - d - 4- Hemoliză pe agar-sânge - (a) - (a) ₽ - NS NS NS NS NS NS NS NS NS Catalază, producerea - - - - - 4- - - - - - - - d+ - H2S în mediul TSI 4- - 4- 4- - 4- - - - - 4- - 4- - d Indol, producerea - - - - - - - 9 - 9 - - - d+ - Nitrat, reducerea d - 4- 4- - d - 9 - 9 - 4- - d+ 4- Esculină, hidroliza 4- - 4- d - d 4- 9 4- ? - - 4- - - Gelatină, hidroliza - - - - 4- - - ? - 9 - - d d Pigment roz pe agar-sânge 4- - Urează, producerea - d 4- - - d NS NS NS NS NS NS NS - - Acid din: Arabinoză d d - d d - d - 4- 4- NS NS NS - d Celobioză 4- - d - d - 4- d 4- d- NS NS NS - - Glicerol - d d d - d NS NS NS NS NS NS NS d-t- - Glicogen (+) (+) (+) (+) 4- d 4- 4- 4- - NS NS NS - NS Glucoză 4- 4- 4* 4- 4- 4- NS NS NS NS 4- - 4- 4- 4- Lactoză 4- d d d 4- d 4- 4- + 4- - - - - - Maltoză 4- 4- 4- (+) d 4- 4- 4- 4- 4- - - d - d Manitol d - - - - - d 4- 4- - NS NS NS d- 4- Melizitoză d - d - d - 4- d d+ S4- NS NS NS - NS Mezo-inozitol 4- - 4- - d d NS NS NS NS NS NS NS d- d Rafinoză 4- - 4- - - 4- 4- 4- 4- 4- NS NS NS - 4- Salicină 4- - d d - d 4- 4- 4- - NS NS NS - d Trehaloză d - 4- d d d d d + - NS NS NS - d Xiloză 4- 4- d d d - 4- - 4- d NS NS NS - - Zaharoză 4- 4- 4- d - 4- 4- 4- 4- + NS NS NS - 4- a Simboluri: Referitor la viteza creșterii: L = lentă; M = moderată; R = rapidă; + = reacții pozitive, respectiv pentru fermentări pH 90% din tulpini; - = reacții negative, respectiv pH > 5,7, la 90% din tulpini; d+ = reacții pozitive la 40-89% din tulpini; d- = reacții pozitive la 11-39% din tulpini; d fără alt semn distinctiv = reacții pozitive la 11-89% din tulpini; ( ) = reacție tardivă; s = slab pozitiv; NS = test nesemnificativ; ? = sursă bibliografică absentă 921 (2) Viteza creșterii poate fi urmărită în primocultură și în subcultură de purificare, dar utilizarea bulionului thioglicolat îmbogățit standardizează procedura (tabelul 35-10) (3) Aspectul creșterii Unele specii de Actinomyces și Propionibacterium propionicus formează după 48-72 ore de incubare la 37°C microcolonii filamentoase cu aspect de păianjen vizibile la stereomicroscop, mai ușor pe medii transparente transiluminate (e g , A israelii, A naeslundi), alte colonii predominant sau exclusiv nefilamentoase (A meyeri ș a ) Coloniile mature, după 7-14 zile, au, în funcție de specie, 0,5-5 mm diametru și aspect rugos, ca presărate cu firimituri, sau neted ori chiar mucoid Cel mai frecvent sunt albe până la gri-albe sau crem-albe; doar coloniile de A odontolyticus se pigmentează în roșu când cresc pe agar-sânge (uneori pigmentul apare numai după expunerea coloniilor mature la lumină și aer) Coloniile de A israelii, bombate, cu suprafața cutată, cu sau fără depresiune centrală, au aspect de „molar" Același aspect îl pot avea coloniile de A naeshindi și P propionicus Propionibacterium acnes formează după 2-3 zile de incubare anaerobă colonii punctiforme până la 0,5 mm diametru, rotunde, translucide până la opace, alb-cenușii sau pigmentate în roz, strălucitoare și P-liemolitice Alți bacili anaerobi gram-pozitivi nesporulați nu au caractere morfologice distinctive ale coloniilor 35 6 3 Caractere microscopice Morfologia microscopică rămâne numai un criteriu orientativ de diferențiere a acestor bacterii pentru că multe specii sunt microscopic asemănătoare Tipic, Actinomyces spp apar ca filamente gram-pozitive de cca 1 pm grosime și 10-50 pm lungime, ramificate cu aspect micelial și extremități măciucate La efectuarea frotiului cu ansa, se fragmentează ușor înbacili corineformi dispuși în Y V, T sau pali-sade Bifidobacterium sunt bacili gram-pozitivi scurți cu capetele frecvent bifurcate și extremități măciucate ori spatulate Se dispun izolat, în scurte lanțuri, în agregate stelate, în V sau palisade Eubacterium sunt bacili gram-pozitivi pleomorfr E alactolyticum mai lungi, ușor încurbați, dispuși frecvent la V, asemănători păsărilor în zbor, sau aglomerați sub forma „literelor chinezești" La E lentum predomină formele cocobacilare dispuse izolat în perechi sau scurte lanțuri Eubacterium imosum apare ca bacili cu lungime ineermediară dar groși, cu extremitățile frecvent bifurcate și umflate, singuri, în perechi sau mici aglomerări Mobiluncus este un bacii mobil, gram-variabil, gram-negativ sau gram-pozitiv în raport cu mediul de cultivare, cu vârsta culturii și varianta metodei de colorare (varianta Kopeloff-Beerman cu diferențiere prin acetonă surprinde mai corect caracterul gram-pozitiv al acestei bacterii) Mobiluncus curtisii cuprinde bacili mai scurți, 0 4-0 6 pm/ 1,5-1,7 pm, doar ușor încurbați, cu aspect difterimorf Specia mai mare, M mulieris, 0,4-0,6 pm/1,9-6 pm are aspect semilunar sau chiar de semicerc Propionibacterium propionicus apare ca scurți bacili difterioizi ramificați și neramificați sau filamente ramificate de 10-20 pm ori mai mult în lungime Ocazional pot 922 fi observate celule balonizate cu diametrul de cca 5 mm asemănătoare sferoplaștilor Propionibacterium acnes sunt bacili gram-pozitivi frecvent difeteroizi, dar pot fi și cocoizi, bifizi sau chiar ramificați Se dispun izolat, în perechi, în scurte lanțuri, în litere unghiulare sau aglomerați sub forma „literelor chinezești" 35 6 4 Teste preliminare în acest grup de bacterii singurele specii care produc catalază sunt Propionibacterium acnes (nu toate tulpinile) și Actinomyces viscousus, A howelii și A hordeovulneris Testul catalazei (vezi Capitolul 40) pozitiv identifică satisfăcător izolatele cu caractere microscopice și de cultură sugestive 35 6 5 Teste definitive Specierea bacililor gram-pozitivi anaerobi nesporulați este laborioasă și rămâne de competența laboratoarelor de referință care pot identifica prin cromatografîe gaz-lichid metaboliții volatili finali ai glucozei sau pot realiza integral gama testelor convenționale de identificare (tabelele 35-10 și 35-11) Tabelul 35-11 Caractere diferențiale între speciile de Mobiluncus (după Spiegel, 1998) CaracteruP M curtisii^ M mulieris Lungimea bacililor (pm) 1,7 2,9 Reacția Gram Variabilă Negativă Stimulare prin arginină 4- - Arginin dihidrolază + - Hipurat, hidroliza + - CÂMP, reacția Slabă Intensă P-galactozidază (ONPG) + - Acid (pH 104 UFC/ml + leucociturie Fecale IO6 UFC/g +semne clinice (emerită ) + teren favorizam (sugari, bătrâni Identificarea levurilor A Examenul microscopic direct al produselor patologice recent recoltate poate orienta diagnosticul către o infecție levurică și uneori poate chiar oferi indicii importante privind etiologia acesteia Produsele patologice pentru care există suspiciunea că ar conține levuri se pot examina microscopic într-una din următoarele forme: - preparat extemporaneu între lamă și lamelă, cu soluție 20% KOH (scuame fragmente unghiale,secreții linguale, vaginale); sensibilitatea metodei este relativ scăzută, depinzând de abilitatea și experiența anterioară a examinatorului - preparat extemporaneu cu soluție 20% KOH + substanță fluorescentă sau frotiu colorat cu aceeași substanță fluorescentă (Calcofluor, Blankophor etc ); este metoda optimă de detecție a fungilor în prelevate datorită unei sensibilități și specificități excelente, dar necesită microscopie în lumină ultravioletă (fig 38-6) - frotiu colorat Gram (pune cu ușurință în evidență filamentele, pseudohifele, artrosporii și blastosporii de dimensiuni mari, însă este inadecvată pentru detecția celulelor levurice de dimensiuni mici - de exemplu, Candida glabrata) fig 38-7; - preparat extemporaneu colorat cu tuș de India (pune în evidență levurile capsulate din genul Cryptococcus, în sedimentul LCR, urinar, etc ), fig 38-8; - frotiu colorat May-Grunwald-Giemsa (este colorația de rutină pentru depistarea levurilor intracelulare de tip Histoplasma, dar poate fi utilizată și pentru detectarea levurilor prin microscopie directă), fig 38-9; 974 - frotiu necolorat sau colorat cu albastru de metilen 3% (metoda se poate folosi pentru detectarea levurilor din hemoculturi, însă alte tehnici cu specificitate mai ridicată sunt recomandate), fig 38-10; - preparat extemporaneu cu bandă adezivă, colorat cu albastru de metilen în lactofenol (este o metodă expeditivă de diagnostic tip „one-step” a leziunilor de pityriazis versicolor), fig 38-11 în cursul examenului microscopic se urmăresc cu atenție prezența, forma și dimensiunile formațiunilor caracteristice levurilor: blastospori, pseudohife, filamente (hife), eventual artrospori Detalii precum prezența sau absența capsulei, modul de înmugurire, atașarea blastosporului la celula-mamă, grosimea peretelui, prezența eventualelor formațiuni sexuate (asce cu ascospori, basidii cu basidiospori) vor fi reținute ca aspecte deosebit de importante pentru viitoarea identificare B Cultivarea pe medii de izolare în general, însămânțarea prelevatelor se face pe Agar Sabouraud aditivat cu cloramfenicol; acest mediu permite o bună dezvoltare a levurilor și supresează multiplicarea eventualelor bacterii contaminante Pentru levurile lipodependente ale genului Malassezia, cultivarea prelevatelor se face fie pe Agarul Sabouraud cu cloramfenicol pe suprafața căruia s-a etalat prin striere o fină peliculă de ulei de măsline sterilizat prin autoclavare, fie pe medii speciale (Dixon, Leeming) Pe Agar Sabouraud cu cloramfenicol, culturile mixte date prin asocierea a două sau mai multe specii de levuri sunt uneori dificil de observat, de aceea ideal ar fi ca însămânțarea prelevatelor să se facă pe un mediu diferențial cromogen, care pe lângă discriminarea între speciile levurice poate aduce informații esențiale pentru identificarea agentului etiologic (fig 38-12 38-15) Se realizează astfel într-o singură etapă, atât izolarea, cât și identificarea levurii/levurilor incriminate Numărul speciilor identificabile prin cultivare pe astfel de medii este variabil și depinde de compoziția fiecărui mediu (tabelul 38-13) Tabelul 38-13 Utilitatea diagnostică a unor medii cromogene Denumirea mediului și firma producătoare Specii identificate Aspectul coloniilor Candi Select ™ 4 (Bio-Rad) Candidei albicans Culoare roz-violet contur regulat C tropicalis Culoare turcoaz intensă, bombate, contur regulai, de tip S C glabrata Culoare turcoaz mai estompată, strălucitoare, plate, contur regulat, de tip S C krusei Culoare verde-turcoaz mate, contur neregulat, de tip R Chromogenic Candida Agar (Oxoid) C albicans Culoare verde C tropicalis Culoare albastru-închis C krusei Culoare roz-închis, mate, contur neregulat C glabrata Culoare galben-bej C parapsilosis Culoare brună 975 Tabelul38-13 (continuare) Denumirea mediului și firma producătoare Specii identificate Aspectul coloniilor CHROMagar Candida (BD Sciences) C albicans Culoare verde-smarald C glabrata Culoare violet-deschis (lila), mate C krusei Culoare roz-pal albicioase la periferie, de tip R C tropicalis Culoare albastră-verzuie până la albastru-metalizat Candida ID2 (bioMerieux) C albicans Culoare albastră C tropicalis C lusitaniae C kefyr Culoare roz Agar cu extract de semințe de Niger (Birdseed Agar) Cryptococcus neoformans Culoare brună Alte levuri Culoare albicioasă Pe mediile de izolare, levurile de interes medical se dezvoltă în 24-72 ore de incubare în funcție de proveniența prelevatului se va face și alegerea temperaturii de incubare Pentru prelevatele provenind din situsuri în care în mod normal temperatura este identică cu cea a organismului, se va alege temperatura de 37°C pentru incubare în cazul celor provenind de la nivelul tegumentului sau unghiilor, incubarea se va face atât la 37°C, cât și la 30°C, deoarece unele levuri cultivabile la 30°C dar necultivabile la 37°C, pot avea semnificație clinică fiind cauza unor micoze superficiale Coloniile pot îmbrăca diverse aspecte în funcție de genul și specia în cauză în general, au formă rotundă, sunt bombate și nu prezintă pigment - fig 38-16; unele genuri -Rhodotorula, Sporobolomyces, prezintă colonii pigmentate în roz-roșu (fig 38-17) Suprafața poate fi netedă, uneori neregulată (fig 38-18), cu margini fin franjurate (fig 38-19) și are aspect umed sau uscat Consistența este păstoasă, mucoidă (fig 38-20) sau cerată (fig 38-21) C Purificarea izolatelor După obținerea primoculturii, se va verifica obligatoriu puritatea acesteia deoarece contaminarea bacteriană este indezirabilă în acțiunea ulterioară de identificare a speciei în acest scop, se pregătesc fie preparate între lamă și lamelă, fie frotiuri colorate Gram care se examinează la microscop, cu obiectivul de imersie în cazul prezenței bacteriilor, se recurge la pasarea tulpinii pe bulion Sabouraud aditivat cu acid clorhidric soluție IN, conform schemei prezentate în fig 38-22 După incubare și reverificare prin colorația Gram, se epuizează 0,1 ml din tubul cu numărul maxim de picături de HCI care a permis dezvoltarea levurilor, pe suprafața unui Agar Sabouraud cu cloramfenicol în vederea obținerii coloniilor purificate D Teste de identificare Algoritmul de identificare a unei tulpini levurice se bazează pe o combinație de caractere morfologice macro- și microscopice, biochimice și genetice 976 3 HCLsol 1N Eprubete cu câte 5 ml bulion Sabouraud După incubarea la 36°C ±1°C timp de 24-48 ore, se obține un frotiu colorat Gram Verificare puritate Fig 38-22 Purificarea izolatelor - metodologie de lucru în fig 38-23 propunem o schemă de identificare a levurilor plecând de la un aspect ușor sesizabil în primocultură: culoarea coloniilor Acest prim caracter diferențial este coroborat apoi cu o serie de particularități morfologice și biochimice care vor orienta identificarea tulpinii către o specie sau alta Important de precizat că tulpinile aparținând speciei Cryptococcus macerans și unele tulpini de C albicans prezintă colonii de culoare roz-roșie și ele se pot confunda cu ușurință cu cele de Rhodotorula sau Sporobolomyces' în aceste cazuri, testele biochimice contribuie decisiv la identificare Obținerea și examinarea preparatelor extemporanee cu tuș de India Pe o lamă de sticlă curată și degresată se etalează o picătură de tuș în care se suspensionează apoi 977 Fig 38-23 Algoritmul de identificare a levurilor cu ajutorul unei anse microbiologice un mic fragment din colonia levurii de identificat Se acoperă cu o lamelă și se examinează la microscop cu obiectivul 20 (40) Observarea unor levuri rotunde sau ovoidale, înconjurate de un halo necolorat, clar, pe fondul brun-negru, indică prezența capsulei Testul de filamentare (testul de blasteză sau germ-tube test) Ca medii pentru blasteză se utilizează serul sanguin de cal, serul sanguin uman (Atenție! Risc crescut de contaminare cu HIV, HVB) sau medii artificiale comercializate de diverse firme (Germ 978 Tube Solution - Remel, SUA) în fiole cu capacitatea de 2 ml se pun în contact 0,5 ml suspensie levurică și 0,5 ml ser sanguin de cal Fiolele se mențin apoi în baia de termostatare Ia 36°C timp de 2 ore Suspensia levurică se prepară în soluție salină fiziologică, densitatea acesteia ajustându-se la 0,5 Mc Farland (cca 105-106 celule/ml) După expirarea celor 2 ore, fiolele se agită și din fiecare amestec se prelevează un volum de 25 pi care se etalează apoi între lamă și lamelă Preparatul extemporaneu astfel obținut se examinează la microscop în vederea decelării tubilor germinativi caracteristici tulpinilor de Candida albicans și Candida dubliniensis - filamente scurte care emerg din blastospor fără ștrangulare (fig 38-24) Ca martor al filamentării, se utilizează de fiecare dată o tulpină-tip de Candida albicans Se va avea în vedere că și alte lecuiri pot produce formațiuni similare de tipul pseudofîlamentelor, însă ele se diferențiază de adevărații tubi germinativi prin existența unei ștrangulări la locul de emergență din blastospor Morfologia pe Agarul cu făină de porumb și tween 80 (CMA) Prin cultivare submersă pe acest mediu, levurile își exprimă plenar toate detaliile morfologice: blastospori pseudohife (pseudofilamente), filamente (hife), clamidospori, artrospori, ascospori în funcție de gen și specie, aceste formațiuni apar sau nu și prezintă anumite caracteristici utile identificării (fig 38-25) Rezultatele acestui test pot fi doar rareori utilizate singular; de obicei, ele se coroborează obligatoriu cu rezultatele profilului biochimic al tulpinii în cauză (fermentarea zaharurilor, asimilarea diverselor surse de carbon sau azot, producerea unor enzime ca ureaza, fenol-oxidaza, hexozaminidaza, L-prolin-aminopeptidaza, catalaza Tehnica de lucru: se pregătesc plăci Petri cu o grosime a mediului de 4-5 mm; după solidificare, cu ajutorai ansei microbiologice cu care s-a prelevat în prealabil o mică porțiune din colonia levurii de identificat, se practică 3 „incizii” ale mediului, după cum urmează: primele două - paralele între ele, la distanță de cca 1-1,5 cm, apoi o a IlI-a - perpendiculară pe celelalte (fig 38-26) în timpul însămânțării mediului, ansa se menține înclinată sub o incidență de cca 60°-70° față de orizontală După o incubare de 48-72 ore la 30°C, se prelevează cu ajutorul ansei un bloc de geloză de pe linia de însămânțare și se etalează prin strivire între lamă și lamelă Se examinează apoi la microscop, tară colorare suplimentară, urmărindu-se prezența clamidosporilor, fonna și mărimea pseudohifelor, modul de dispunere a blastosporilor (blastoconidiilor) de-a lungul acestora în figurile 38-27 38-41 sunt prezentate câteva aspecte morfologice ale unor levuri de interes medical, surprinse în unna cultivării pe CMA Prezența ascosporilor în unna cultivării prelevatelor patologice se pot obține, în cazul anumitor specii de levuri, formele teleomorfe (sexuate) ale acestora, în special Ia ascomicete Producerea de asce conținând în mod obișnuit 4 ascospori este stimulată de cultivarea pe medii speciale cum ar fi Agarul Fowell cu acetat și incubarea la temperatura camerei timp de 2-5 zile Ascosporii au morfologie diferită în funcție de specia de proveniență: • elipsoidali la Clavispora capitatus (fonna teleomorfa a speciei Blastoschizoinyces capitatus) • reniformi la Kluyveromyces marxianus (fonna teleomorfa a speciei Candida kefyr) • sferici la Saccharomyces cerevisiae și Issatchenkia orientalis (forma teleomorfa a speciei Candida krusei) • fonnă de pălărie - „hat-shape” la Yarrowia lipolytica (fonna teleomorfa a speciei Candida lipolytica) 979 Blastospor ± pseudohife și/ sau hife Fig 38-25 Identificarea genurilor de levuri prin studiul morfologiei pe CMA Fig 38-26 Tehnica însămânțării levurilor pe CMA (cultivare submersă) 980 Fig 38 27 C albicans - x 400: pseudo-hife, blastospori aranjați sub formă de „ciorchine’", rari clamidospori Fig 38-28 C dubliniensis - x 400: pseudohife, blastospori, numeroși clamidospori Fig 38-29 C krusei - x 400: pseudohife, blastospori elipsoidali sau cilindrici, clamidospori absenți 981 Fig 38-30 C glabrata - x 400: blasto-spori cu burjeonare unipolară, aranjați în grupuri dense; pdeudohifele și clamido-sporii lipsesc Fig 38-31 C pelliculosa - x 400: pseudohife, blastospori elipsoidali; asce cu 1 -4 ascospori, prezente la forma teleomorfa - Pichia anomala Fig 38-32 C kefyr-x 400 pseudohife fragile, blastospori elipsoidali spre cilindrici 982 Fig 38-33 C pulcherrima - x 400: Blastospori de formă subsferică sau elipsoidală, pseudohifele lipsesc, rari clamidospori sferici Fig 38-34 C parapsilosis - x 400: Pseudohife ramificate sub formă de „brad de Crăciun”, formate din lanțuri de celule alungite, blastospori Fig 38-35 C tropicalis -x400: Pseudohife lungi, puțin sau deloc ramificate, blastospori sub formă de mici grupuri, așezați în jurul elementelor componente ale pseudohifelor 983 Fig 38-36 Rhodotorula mucilaginosa x400: pseudohife, blastospori elipsoidali cu burjeonare unipolară Fig 38-37 Trichosporon asahii x 900: blastospori absenți, hife care se dezarticulează în artrospori cu formă de „butoiaș” Fig 38-38 Trichosporon cutaneiim x 400: blastospori numeroși, hife care se dezarticulează în artrospori cilindrici sau elipsoidali 984 Fig 38-39 Trichosporon inkin x 400: artroconidii cilindrice, lungi, blastosporii lipsesc Fig 38-40 Trichosporon mucoides x 900: hife care se dezarticulează în artrospori cu formă de „butoiaș”, blastospori de formă clavată Fig 38-41 Saccharumyces cerevisiae, x 40C: blastospori elipsoidali, cu burjeonare multiplă, pseudohife prezente; uneori, asce conținând 1-4 ascospori sferici sau elipsoidali 985 Testele biochimice Sunt mijloace imperios necesare în laboratorul clinic, pentru identificarea levurilor de interes medical Deși importanța lor este covârșitoare și incontestabilă, aceste teste nu reușesc de fiecare dată să elucideze apartenența taxonomică exactă a unei anumite tulpini și sunt necesare teste suplimentare, în principal de biologie moleculară, pentru identificarea acesteia Deoarece testele de biologie moleculară bazate pe analiza ADN-ului sunt accesibile doar laboratoarelor din Centrele de Referință, uti lizarea profilului biochimic și a caracterelor morfologice reprezintă o soluție acceptabilă pentru laboratoarele clinice Acest profil biochimic cuprinde datele obținute prin efectuarea unei multitudini de teste, între care sunt mai importante următoarele: Fermentarea zaharurilor Utilizarea metabolică a zaharurilor în condiții de anaerobioză presupune cultivarea levurilor pe medii minimale conținând 0,3% extract de drojdie și 0,5% peptonă, aditivate cu un anumit substrat glucidic în proporție de 2% Interpretarea se face pe baza bioxidului de carbon acumulat în tubulețele Durham introduse în mediu Cele mai utilizate zaharuri sunt: D-glucoza, D-galactoza, maltoza, sucroza, rafinoza, trehaloza și D-xiloza Acest test este util în diferențierea diverselor specii aparținând genului Candida', levurile din genurile Cryptococcus și Rhodotorula sunt nefermentative Capacitatea de asimilare a surselor de carbon Abilitatea levurilor de a crește pe diverse medii în prezența anumitor substanțe chimice adăugate ca unică sursă de carbon, poartă numele de auxanogramă Substanțele folosite pentru acest test sunt mai numeroase și mai diverse în ceea ce privește complexitatea structurală: - hexoze: D-glucoză, D-galactoză, L-ramnoză, L-sorboză; -pentoze: D-xiloză, D-riboză, L-arabinoză, D-arabinoză; -dizaharide: sucroză, maltoză, celobioză, trehaloză, lactoză, melibioză; -trizaharide: rafinoză, melezitioză; -polizaharide: amidon solubil, inulină; - alcooli: eritritol, adonitol, D-manitol, m-inozitol, metanol, etanol, glicerol, glicol 1,2-propandiol, 2,3-butandiol, dulcitol, D-sorbitol; - acizi organici: succinat, citrat, DL-lactat, D-gluconat, D-glucuronat, 2-ceto-D-gluconat, 5-ceto-D-gluconat; - alți compuși: D-glucozamină HC1, N-acetil-glucozamină Capacitatea de asimilare a surselor de azot Principiul acestui test este similar cu cel al testului anterior; sursele de azot testate sunt: nitrații, etilamina, L-lizina, cadaverina, nitriții, creatina, creatinina Testul de asimilare a nitratului de sodiu este important pentru diferențierea levurilor aparținând genurilor Cryptococcus și Rhodotorula Producerea de urează Acest test pune în evidență capacitatea levurilor de a produce enzima numită urează Se folosesc medii lichide care conțin uree și un indicator (roșu-fenol): bulion Christensen preparat în laborator, medii gata de utilizare comercializate de diverse firme (BD Diagnostics, BioMerieux, Remel etc ) în unna scindării ureei de către ureaza secretată de levuri, se produce o creștere a pH-ului datorită amoniacului, fapt semnalat de virarea culorii indicatorului de la galben-chihlimbar la roz-roșu Ca metodologie, se însămânțează 0,5 ml mediu de testare cu o ansă încărcată, prelevată din cultura levurii de identificat în paralel, se însămânțează obligatoriu un martor pozitiv (Cryptococcus neoformans) și unul negativ (Candida albicans) Rezultatele se citesc după 3, respectiv 24 ore de incubare la 37°C Interpretare: testul este pozitiv pentru genurile Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon și negativ pentru Blastoschizomyces, Candida și Geotrichum 986 Rezistența la cicldheximidă Testul se referă la abilitatea levurilor de a se dezvolta pe medii de cultură conținând două concentrații de cicloheximidă - 0,01%, respectiv 0,1% Aceste concentrații pot fi critice pentru anumite specii, supresându-le total sau parțial dezvoltarea, sau dimpotrivă, pot fi permisive pentru altele, creșterea lor nefiind deloc stânjenită Producerea de fenol-oxidază Producerea acestei enzime este detectată prin cultivarea levurilor pe medii bogate în polifenoli de tip acid cafeic (Agar pe bază de extract din semințe de Niger sau Agar cu acid cafeic și citrat feric) și permite identificarea speciei Cryptococcus neofonnans pe baza unei reacții de culoare; sub acțiunea fenol-oxidazei, care catalizează oxidarea polifenolilor și transformarea lor în pigment melanic, apare o brunificare a mediului într-un interval de aproximativ 24 ore de incubare la 30°C Producerea altor enzime cum ar fi |3-galactozaminidaza, L-prolin-aminopeptidaza etc , este evidentiabilă prin cultivarea levurilor pe medii cromogene (Candi Select™ 4, CandichromHI, Albicans ID2 agar, CHROMagar Candida, Oxoid Chromogenic Candida Agar) Diferite combinații ale acestor însușiri biochimice au fost folosite pentru conceperea unor teste comercializabile, utile pentru identificarea rapidă a speciilor levurice de interes medical în laboratoarele clinice Aceste teste pot identifica un număr diferit de specii, după cum urmează: • o singură specie: Caffeic Acid Disk (Remel), C albicans Screen (Remel), Rapid Trehalose Assimilation (Remel), RTT Glabrata (Fumouze); • câteva specii: CandiSelect (Bio-Rad), CHROMagar Candida (BD Sciences), Candida ID2 (bioMerieux), Candichrom II (International Microbio), Chromogenic Candida Agar (Oxoid); • specii multiple (din câteva genuri): ID 32C (bioMerieux), RapID Yeast Plus Panel (Remel), Uni-Yeast Тек Plates (Remel), Auxacolor 2 (Bio-Rad), Microplate (Biolog) Teste rapide de identificare a unor specii de levuri Alături de testul de fîlamentare (blasteza în ser sanguin) care permite decelarea speciei C albicans în 2-4 ore, alte două teste, la fel de expeditive, pot fi utilizate cu succes în laboratoarele clinice pentru identificarea altor specii: latex-aglutinarea pentru C duhliniensis (BICHRO-DUBLI, Fumouze) - fig 38-42 și asimilarea trehalozei pentru C glabrata (Rapid Trehalose Assimilation - Remel, RTT Glabrata - Fumouze) -fig 38-43 Date suplimentare privind unele aspecte morfologice și caractere biochimice utile identificării se pot găsi pe site-ul Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) - Olanda, accesând adresa URL: wyvw cbs knaw nl/yeast/biolomics aspx Aceste date pot fi folosite pentru verificarea propriei identificări și pentru obținerea de informații despre specia în cauză Pentru identificarea on-line a levurilor, micologii experimentați pot utiliza programul BioloMICS postat pe același site al CBS, accesând adresa URL: wwyv cbs knayv nl/ yeast/BioloMICSID aspx Programul necesită cunoștințe avansate despre morfologia, fiziologia, multiplicarea și genetica levurilor, precum și o bază logistică adecvată pentru obținerea datelor necesare identificării 987 Martor pozitiv Proba pozitivă C dubliniensis C dubliniensis Martor pozitiv Proba negativă C dubliniensis C albicans Fig 38-42 Testul de latex-aglutinare BICHRO-DUBLI Aspectul testului pozitiv (C dubliniensis) și negativ (C albicans) Fig 38-43 Testul RTT Glabrata Sus - asimilarea trehalozei (C glabrata), jos - asimilarea trehalozei și maltozei (alte levuri) Tehnici moleculare Aceste tehnici de analiză a structurii diverselor regiuni ale ADN-ului extras din celulele levurice sunt expeditive, precise și oferă informații importante asupra poziției taxonomice a unei tulpini, dar și asupra gradului de omologie a două sau mai multor tulpini Sunt posibile astfel, studii epidemiologice deosebit de complexe menite să depisteze de exemplu sursa unei infecții nosocomiale sau tulpinile cu un profil particular de susceptibilitate la antifungice Singurul inconvenient este costul lor ridicat, ceea ce le face accesibile doar laboratoarelor din centrele de referință Ele se bazează în principal 988 pe amplificarea și secvențializarea unor regiuni unanim prezente în genomul levurilor, atât la ascomicete, cât și la basidiomicete: 18S rDNA, domeniul D^D, al 26S rDNA, 1TS Regiunile țintă sunt amplificate prin PCR cu ajutorul a două secvențe nucleotidice cunoscute, denumite amorse sauprimers (engl ) Aceste amorse sunt diferit concepute, existând indicații de utilizare a lor în funcție de regiunea amplificată: Amorse pentru 26S rDNA: NL-1 (F63): 5'-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG NL-4: 5'-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G NL-2A: 5'-CTT GTT CGC TAT CGG TCT C NL-3A: 5'-GAG ACC GAT AGC GAA CAA G LR3: 5'-GGT CCG TGT TTC AAG ACG CC Amorse pentru 18S rDNA: P108: 5'-ACC TGG TTG АТС CTG CCA GT PI30: 5'-GTC TCA AAG ATT AAG CCA TG WIL1 (poziția 301-318): 5'-ATT TCT GCC СТА TCA ACT PI 190 (poziția 543—562): 5 -CAA TTG GAG GGC AAG TCT GG P2130 (poziția 900-921): 5'-GGT GAA ATT CTT GGA TTT ATT G P2540 (poziția 1108-1127): 5'-GGA GTA TGG TCG CAA GGC TG P3490 (poziția 1454-1473): 5'-CCG CAC GCG CGC TAC ACT GA WIL2 (poziția 318-301): 5'-AGT TGA TAG GGC AGA AAT М2130 (poziția 921-900): 5'-CAA TAA АТС CAA GAA TTT CAC C M2540 (poziția 1127-1108): 5'-CAG CCT TGC GAC CAT ACT TCC M3490 (poziția 1473-1454): 5'-TCA GTG TAG CGC GCG TGC GG M3989 (poziția 1775-1754): 5'-СТА CGG AAA CCT TGT TAC GAC T OLI4: 5'-CTG GTT GAT YCT GCC AGT 1TS4: 5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC NS1: 5'-GTA GTC ATA TGC TTG TCT C NS26: 5'-CTG CCC TAT CAA CTT TCG A NS3: 5'-GCA AGT CTG GTG CCA GCA GCC Basid3: 5-AGA GTG TTC AAA GCA GGC NS23: 5'-GAC TCA АСА CGG GGA AAC TC NS7: 5'-GAG GCA АТА АСА GGT CTG TGA TGC NS8: 5'-TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA ITS2’: 5'-GCT GCG TTC TTC АТС GAT G NS6: 5'-GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC Basid2: 5’-CTG TTA AGA СТА CAA CGG NS2: 5'-GG6 5 5 C TGC TGG CAC CAG ACT TGC CNS26: 5'-TCG AAA GTT GAT AGG GCA G Amorse pentru iTS: ITS1: 5’-TTC GTA GGT GAA CCT GCG G ITS4: 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC ITS 5: 5'-GGA AGT AAA GTC GTA АСА AGG LR6: 5’-CGC CAG TTC TGC TTA CC 989 Fig 38-44 Aspectul celor doua tipuri de benzi după developarea gelului de agaroza cu bromura de ethidiu si fotografiere în UV; în ordine, de la stânga la dreapta: Candida albicans - martor, Candida dubliniensis -martor și o tulpina de identificat (lB5d, C dubliniensis) După amplificare și secventializare, fragmentele nucleotidice obținute sunt prelucrate în vederea eliminării erorilor, iar apoi sunt comparate cu cele dintr-o bază de date destinată identificării fungilor, în vederea detectării speciilor cu un grad înalt de omologie a secvențelor Sistemul Basic Local Alig-nment Search Tool (BLAST) și baza de date Gen-Bank a National Center for Biotechnology Information (NCB1) - Bethesda, SUA sunt cele mai utilizate mijloace pentru identificarea microorganismelor (adresa URL: www ncbi nlm nih gov) Identificarea speciei C dubliniensis prin PCR duplex Diferențierea speciilor C albicans și C dubliniensis pe baza caracterelor morfologice, fiziologice și biochimice este discutabilă datorită unei fiabilități reduse și datorită inconstanței rezultatelor De preferat pentru identificarea corectă a speciei C dubliniensis este o tehnică de biologie moleculară (PCR duplex) care presupune amplificarea cu ajutorul a două cupluri de amorse; unul de amorse specifice (DUBF/DUBR) pentru un intron al genei codante pentru actină și altul de amorse universale (ITS1/ITS4) pentru ADN-ul ribozomal Dintre cele două specii, doar C dubliniensis generează în urma amplificării două benzi - una de 288 perechi de baze (pb) cu DUBF/DUBR și una de cca 600 pb cu ITS1/ITS4; C albicans va genera o singură bandă - pe cea de 600 pb, cu amorsele universale (fig 38-44) Descrierea principalelor genuri de levuri de interes medical Genul Blastoschizomyces Este un gen obținut prin contopirea denumirii a doi taxoni - Blastoschizomyces pseudotrichosporon și Trichosporon capitatum Se caracterizează macroscopic prin colonii alb-crem, plate, glabre, cu striații radiare, iar microscopic prin prezența hifelor, pseudohifelor și a aneloconidiilor (formațiuni alungite, de formă cilindrică, similare artroconidiilor, însă dispuse lateral pe hife) Datorită multiplelor similitudini cu genul Trichosporon, este dificil de diferențiat față de acesta Totuși, capacitatea de dezvoltare pe SDA la 45°C și rezistența la cicloheximidă a levurilor speciei B capitatus, ajută la diferențierea de levurile aparținând genului Trichosporon Genul Candida Acest gen destul de pletoric (cuprinde peste 200 specii) reprezintă de fapt o asociere de specii neînrudite între ele, fapt relativ ușor de intuit datorită faptului 990 că formele teleomorfe ale levurilor genului Candida aparțin unui mare număr de genuri Ca definiție, pentru acest gen s-a propus o asociere de caractere negative, astfel că orice levură care nu produce acid acetic, nu prezintă pigment roz, roșu sau orange, colonii cu aspect mucoid, artrospori, burjeonare uni- sau multipolară cu bază largă de implantare a celulei-fiice, conidii terminale de formă aciculară, balistoconidii și nu asimilează inozitolul ca unică sursă de carbon, este inclusă în genul Candida O importantă caracteristică întâlnită la unele specii aparținând acestui gen este abilitatea de a adera la diverse suprafețe inerte și de a forma biofilme Dezvoltarea acestor comunități microbiene solidarizate printr-o matrice polizaharidică pe suprafața diverselor dispozitive protetice, pe catetere, sonde și tuburi de dren, reprezintă un factor de patogenitate deosebit de important prin perpetuarea sursei generatoare de levuri care pot determina într-un final infecții invazive și pot compromite succesul altor manopere medico-chirurgicale ducând uneori chiar la decesul pacientului în plus, rezistența biofilmelor levurice la chimioterapia antifungică este remarcabilă comparativ cu cea manifestată de formele planctonice ale acelorași levuri Genul Cryptococcus Cuprinde levuri capsulate al căror habitat natural este reprezentat de mediul ambiant Contaminarea este predominant aerogenă, mai rar cutanată, prin leziuni ale tegumentului Specia cea mai importantă din punct de vedere a implicării în apariția infecțiilor criptococice este C neoformans', celelalte specii sunt mai rar semnalate, ele determinând infecții în special la pacienți debilitați, imunocompromiși în cadrul speciei C neoformans sunt recunoscute 4 serotipuri care corespund celor 3 varietăți: serotipul A - var grubii, serotipul D - var neoformans, serotipurile В și C - var gattii (care în ultimul timp este considerată o specie de sine stătătoare) Distribuția geografică și biotopul celor 4 serotipuri sunt diferite și oarecum specifice Astfel, serotipul A este cosmopolit și se întâlnește în sol, în dejecțiile păsărilor și uneori pe citrice, serotipul D are o răspândire care se limitează la teritoriul european populând aceleași biotopuri, serotipurile В și C sunt descrise în regiunile tropicale și subtropicale, fiind asociate cu diversele specii de eucalipt, respectiv migdal Predilecția pentru localizarea primară a infecției precum și calea de pătrundere în organism sunt de asemenea diferite: serotipurile A și В dau infecții meningo-encefalice în unna contaminării pe cale respiratorie (A la pacienți cu deficit imunitar, В la pacienți imunocompetenți), iar serotipul D este implicat în apariția unor leziuni cutanate primare ca urmare a inoculării prin diverse traumatisme, în special în mediul rural Diferențierea speciilor genului Cryptococcus de alte levuri ureazo-pozitive, nefermentative și uneori capsulate (genul Rhodotorula) se face pe baza utilizării metabolice a inozitolului și absenței pigmentului carotenoid al coloniilor între ele, speciile de Cryptococcus se disting prin profilul de asimilare al zaharurilor și nitratului de potasiu, capacitatea de dezvoltare la 37°C (C albidus, C laurentii și C neoformans) și secreția de fenol-oxidază (C neoformans) Genul Geotrichum Speciile incluse în acest gen se caracterizează prin producerea de hife care se fragmentează în artrospori și prin absența blastosporilor (fig 38-45) Ele se diferențiază de cele aparținând genului Trichosporon prin profilul de asimilare al zaharurilor, absența ureazei și a blastosporilor între ele, speciile de interes medical din componența 991 Fig 38-45 Geotrichum candidum - aspect microscopic; Preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 200 acestui gen, se diferențiază prin caracterele biochimice și fiziologice (tabelul 38-14) Capacitatea patogenă a acestor specii este redusă, ele izolându-se de obicei din tubul digestiv sau căile aeriene inferioare pe care le colonizează destul de des la pacienții supuși cortico- sau antibioticoterapiei La bolnavi debilitați, imunocompromiși, neutropenici, sau suferind de diferite tipuri de leucemie, s-au descris fungemii urmate de sepsis sau diseminări în organele interne Tabelul 38-14 Diferențierea speciilor de interes medical din genul Geotricliiini Specia Capacitatea de dezvoltare la 37°C Capacitatea de dezvoltare la 40°C D-xiloza Celobioza G candidum V - + - G capitatum + - - G clavatum + ? - + Legendă: + (pozitiv), - (negativ), v (variabil), ? (nu sunt date) GenulMalassezia Acest gen reunește actualmente 11 specii de levuri lipofile și/ sau lipodependente, întâlnite ca microorganisme comensale pe tegumentul omului și animalelor Ele pot deveni patogene în anumite condiții, determinând dermatopatii (pityri-asis versicolor, dermatită seboreică, foliculită, dermatită atopică, excepțional onicomicoză) sau infecții sistemice Pentru izolare sunt necesare medii suplimentate cu acizi grași cu lanț lung de atomi de carbon (Leeming, Dixon, SDA + ulei de măsline) și incubare la temperaturi de 32-35°C Singura specie care se poate dezvolta pe medii neaditivate cu lipide este M pachydermatis în general, coloniile au culoare crem-bej sau alb-gălbuie sunt netede sau cutate, prezintă un aspect cerat și o textură fragilă Microscopic, se observă celule levurice de diferite forme și dimensiuni (sferice, ovoidale, cilindrice), cu 992 Fig 38-3 Plaje de trofozoiți în sedimentul unui LBA; Col Giemsa, x 400 Fig 38-45 Geotrichum candidum aspect microscopic; Preparat extemporaneu cu lactofenol și albastra de anilină, x 200 acestui gen, se diferențiază prin caracterele biochimice și fiziologice (tabelul 38-14) Capacitatea patogenă a acestor specii este redusă, ele izolându-se de obicei din tubul digestiv sau căile aeriene inferioare pe care le colonizează destul de des la pacienții supuși cortico- sau antibioticoterapiei La bolnavi debilitați, imunocompromiși, neutropenici, sau suferind de diferite tipuri de leucemie, s-au descris fungemii urmate de sepsis sau diseminări în organele interne Tabelul 38-14 Diferențierea speciilor de interes medical din genul Geotrichum Specia Capacitatea de dezvoltare la 37°C Capacitatea de dezvoltare la 40°C D-xiloza Celobioza G candidum V - G capitatum + + - - G clavatum + ? - + Legendă: + (pozitiv), - (negativ), v (variabil), ? (nu sunt date) Genul Malassezia Acest gen reunește actualmente 11 specii de levuri lipofile și/ sau lipodependente, întâlnite ca microorganisme comensale pe tegumentul omului și animalelor Ele pot deveni patogene în anumite condiții, determinând dermatopatii (pityri-asis versicolor, dermatită seboreică, foliculită, dermatită atopică, excepțional onicomicoză) sau infecții sistemice Pentru izolare sunt necesare medii suplimentate cu acizi grași cu lanț lung de atomi de carbon (Leeming, Dixon, SDA + ulei de măsline) și incubare la temperaturi de 32-35°C Singura specie care se poate dezvolta pe medii neaditivate cu lipide esteM pachydermatis în general, coloniile au culoare crem-bej sau alb-gălbuie, sunt netede sau cutate, prezintă un aspect cerat și o textură fragilă Microscopic, se observă celule levurice de diferite forme și dimensiuni (sferice, ovoidale, cilindrice), cu 992 Fig 38-6 Frotiu secreție vaginală col calcofluor + KOH, x 1000 Fig-38-7 Frotiu secreție vaginală, col Gram, x 200 Fig 38-11 Preparat extemporaneu cu bandă adezivă, lactofenol cu albastru de metilen, x 900 Fig 38-10 Frotiu hemocultură, necolorat, x 900 Fig, 38-12 Aspectul coloniilor aparținând speciilor levurice identificabile prin cultivare pe CandiSelect ™ 4 Fig 38-13 Aspectul coloniilor aparținând speciilor levurice identificabile prin cultivare pe Chromogenic Candida Agar Fig 38-14 Stânga - cultură mixtă de C albicans (colonii albe) și C neoformans (colonii brune) pe Agarul cu semințe de Niger; dreapta - colonii de C neoformans pe același mediu Fig, 38-15 Aspectul coloniilor aparținând speciilor levurice identificabile prin cultivare pe CHROMagar Candida Fig 38-16 Colonii de C albicans în primocultură Fig 38-20 Cultură de C neoformans pe SDA pe SDA Fig 38-18 Cultură de Trichosporon cutaneum pe SDA Fig 38-19 Colonie de Geotrichum candidum pe SDA Fig 38-24 Candida albicans Tubi germinativi, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină; x 400 Fig 38-48 Zygomicoză cerebrală experimentală; examen microscopic direct - filamente neseptate; frotiu prin amprentă, colorație cu calcofluor, x 200 Fig 38-63 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 8 Fig 38-64 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 8 - aversul coloniilor - reversul coloniilor Fig 38-66 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu bandă adezivă, lactofenol și albastru de anilin, x 900, hife și macroconidii cu 2-3 lojete Fig 38-65 Cultură pe Agar Sabouraud, ziua 7 -aversul coloniei, zone de culoare galben-ocru alternând cu zone de culoare albă Fig 38-68 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 400 macroconidii mature, grupate în buchet Fig 38-67 Aspect microscopic, preparat extempo- raneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 400 miceliu, macroconidii și clamidospori Fig 38-70 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 400 -macroconidii echinulate Fig 38-69 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 15 aversul coloniei Fig 38-71 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 1000 -hife și macroconidii echinulate Fig 38-72 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu bandă adezivă, lactofenol și albastru de anilină, x 400 - macroconidie cu aspect caracteristic „în bisac“ Fig 38-73 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 400 -clamidospor și hife Fig 38-74 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 1000 -hife cu aspect de „pieptene" - hife pectinate Fig 38-75 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 15 - Kg- 38-76 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 15 -aversul coloniilor reversul coloniilor Fig 38-77 Primocultură dintr-un prelevat patologic, Fig 38-78 Cultură pe mediul cu boabe de orez, ziua 7 - colonii cu aspect stelat ziua 10 - dezvoltare abundentă + pigment galben Fig 38-79 Aspect microscopic, preparat extempora- Fig 38-80 Aspect microscopic, preparat extempo-neu cu lactofenol și albastru de anilină, x 100 - mice- raneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 900 -liu și macroconidii macroconidie matură, cu 9 lojete Fig 38-81 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 15 Fig 38-82 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 15 - aversul coloniilor - reversul coloniilor Fig 38-84 Cultură pe Agar Sabouraud, ziua 28 -reversul coloniilor (pigment roșu-închis) Fig 38-83 Cultură pe Agar Sabouraud, ziua 28 -aversul coloniilor Fig 38-85 Aspect microscopic, preparat extempo- Fig 38-86 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 200 - raneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 1000 -miceliu și macroconidii macroconidie matură, cu 8 lojete Fig 38-46 Malassezia pachydermatis - aspect microscopic; Col Gram, x 900 burjeonare unipolară (fig 4-41) Caracteristice sunt baza largă de implantare a celulei-fiice și prezența unei cicatrici circulare (coleretă) Identificarea speciilor genului Malassezia se face pe baza morfologiei, fiziologiei și proprietăților biochimice: utilizarea unor surse lipidice precum tween-urile 20,40, 60, 80 și cremoforul EL - ulei de ricin hidrogenat, producerea de esculinază și catalază (tabelul 38-15) Atenție la levurile al căror profil biochimic pe galeriile ID32C indică specia Candida lipolytica (glucoză, glicerol și sorbitol pozitive)! Ele pot aparține de fapt speciei M pachydermatis, de aceea examinarea morfologiei microscopice este absolut necesară pentru diferențiere Genul Rhodotorula, Cuprinde levuri care produc pigmenți carotenoizi, ceea ce explică nuanțele de roz, orange sau roșu-coral în care sunt pigmentate coloniile Acest caracter împreună cu incapacitatea de asimilare a inozitolului diferențiază speciile genului Rhodotorula de cele ale genului Cryptococcus între ele, cele 3 specii de interes medical se deosebesc prin capacitatea diferită de asimilare a unor surse de azot, respectiv carbon (tabelul 38-16) Genul Trichosporon Levurile acestui gen se caracterizează prin producerea de hife, pseudohife, artrospori și blastospori Unele specii (T inkin și T ovoides) produc în culturile pe lamă niște formațiuni terminale ramificate neregulat cu rol de atașare numite apresorii în cazul prezenței unui număr mic de blastospori în cultură, diferențierea de Geotrichum este imposibilă pe baza caracterelor morfologice și se va recurge la testul de urează: Trichosporon - ureazo-pozitiv, Geotrichum -ureazo-negativ Diferențierea celor șase specii de interes medical se realizează prin coroborarea unor însușiri morfo-fiziologice cu capacitatea de asimilare a unor substanțe organice (tabelul 38-17) 993 Tabelul 38-15 Diferențierea speciilor genului Malassezia Specia 1 Dezvoltarea pe SDA la 32°C Dezvoltarea pe mediul Dixon modificat la: Tween 20 (10%) 1 Tween 40 (0,5%) i— Tween 60 (0,5%) Tween 80% (0,1%) Catalaza Cremofor EL Hidroliza esculinei 32 37° 40° M dermatis + + + + 4- + + 4- + - M fui fur + 4- + + + 4- 4- + 4- 4- M globosa + ±/- - - - - - 4- - M japonica 4- + - - + - 4- 9 9 M nana + + V V 4- 4- 4- + - M obtusa + ±/+ - - - - - + + M pachydennatis + + + + - + + + ±/+ ±J- V M restricta - + + - - - - - - - - M slooffiae - + + + ±/+ + + - + - - M sympodialis - + + + - + + 4- + + M yamatoensis - + + - + 4- 4- + 4- 9 9 Legendă: + (pozitiv) - (negativ), v (variabil), ± (slab pozitiv), ? (nu sunt date) Tabelul 38-16 Diferențierea speciilor genului Rhodotorula Specia Nitrat Eritritol N-acetil-D-glucozami nă R glutinis + - - R minuta - - + R mucilaginosa - - - Legendă: + (pozitiv) - (negativ) Tabelul 38-17 Diferențierea speciilor genului Trichosporon Caracterul urmărit L , ' 1 cutaneuiii \ 4 L-arabinoză 4- 4- 4- V 4- V Inozito] - 4- 4- 4- - Rafinoză - - 4- - + V Sorbitol - - 4- + - Melibioză - - 4- - 4- - Rezistența la 0 1% cicloheximidă 4- V - V V - Dezvoltare la 37°C 4- V - 4- 4- V Dezvoltare la 42°C - - - V - - Prezența apresoriilor - - - 4- - 4” Legendă: + (pozitiv), - (negativ), v (variabil) 994 38 5 DIAGNOSTICUL INFECȚIILOR PRODUSE DE FUNGI FILAMENTOȘI NESEPTAȚI (ZYGOMICOZE) (M MAREȘ) Generalități Fungii filamentoși neseptați (zygomicetele) se caracterizează macroscopic prin aspectul lânos al coloniei, culoare alb-cenușie, creștere rapidă și invazivă, iar microscopic prin prezența miceliului de tip cenocitic (neseptat) format din hife hialine, cu diametru neregulat înmulțirea asexuată este asigurată de endospori produși în interiorul unor structuri specializate numite sporociști sau sporangi Ei poartă denumirea de sporocistospori sau sporangiospori și sunt eliberați în mediul ambiant prin dehiscența peretelui sporocistului Filamentul micelian care susține sporangele se numește sporo-cistofor sau sporangiofor, iar joncțiunea între cele două elemente este cunoscută sub denumirea de apofiză Reproducerea sexuată se realizează prin homotalism (între structuri aparținând aceluiași individ) sau heterotalism (între structuri specializate ale unor indivizi diferiți), materializându-se prin fonnarea zigosporilor (spori sexuați) De remarcat că, spre deosebire de fungii aparținând celorlaltephylum-uri, în cazul zygomicetelor, forma asexuată (anamorfa) are aceeași denumire de specie cu cea sexuată (teleomorfa) Structura microscopică a unui zygomicet tip este prezentată în fig 38-47 Considerații taxonomice Fungii filamentoși neseptați sunt incluși într-un phylum aparte - Zygomycota, care conține 2 clase: Trichomycetes (simbionți ai artropodelor) și Zygomycetes (potențial patogeni ai omului) Această ultimă clasă este divizată la rândul Fig 38-47 Caracteristicile morfologice microscopice ale unui zygomicet tip dreapta - sporocist integru; stânga - sporocist după dehiscența 995 Tabelul 38-18 Specii de zygomicete cu potențial patogen Ordinul Familia Genul Specia Mucorales Mucoraceae Rhizopus R oryzae R microsporus R azygosporus R schipperae Absidia A corymbifera Mucor M circinelloides M hiemalis M racemosus M ramosissimus M rouxiamis Rhizomucor R pusillus Apophymyces A elegans Cunninghamellaceae Cunninghamella C bertholletiae Saksenaeaceae Saksenaea S vasiformis Syncephalastraceae Syncephalastrum S racemosum Thamnidiaceae Cokeromyces C recurvatus Entomophthorales Ancylistaceae Conidiobolus C coronatus C incongruus Basidiobolaceae Basidiobolus B ranarum său în două ordine -Mucorales și Entomophthorales, care includ zygomicetele de interes medical - cca 12 genuri cu 25 specii (tabelul 38-18) Particularități eco-fiziologice în general, zygomicetele sunt fungi cosmopoliți saprobioți, al căror habitat natural este reprezentat de sol, materie organică în descompunere, compost, fructe, boabe de cereale, resturi de alimente Cele din genul Basidiobolus au fost izolate la insecte și în fecalele amfibienilor și reptilelor Sporulează intens, iar endosporii eliberați prin dehiscența peretelui sporangelui se răspândesc extrem de ușor în mediul ambiant, fiind aeropurtați Astfel, ei contaminează destul de frecvent culturile altor microorganisme în laboratoarele clinice și de asemenea, pot ajunge pe cale respiratorie sau traumatică în interiorul organismului uman determinând infecții O importantă trăsătură fiziologică a majorității zygomicetelor este capacitatea lor de dezvoltare la 37°C, ceea ce explică localizarea profundă a infecțiilor cu aceste microorganisme; unele specii sunt termofîle, putându-se dezvolta și la temperaturi mai ridicate: Absidia corymbifera (52°C),Apophysomyces elegans (42°C), Rhizomucor pusillus(60°C) Patogenitate Fungii familiei Mucoraceae au predilecție pentru pacienții imunocompromiși la care determină infecții cutanate și viscerale profunde (forme rino-cerebrale, pulmonare, gastro-intestinale, diseminate) Datorită tendinței de invadare vasculară și apariției subsecvente a ischemiei, infarctizărilor și necrozelor, zygomicozele viscerale sunt urgențe medico-chirurgicale al căror prognostic vital rămâne infaust pentru marea majoritate a pacienților în schimb, infecțiile produse de fungii familiei Entomophthoraceae vizează subiecții imunocompetenți, au evoluție cronică, localizare în țesutul subcutanat și prezintă un 996 prognostic favorabil Sunt endemice în zonele tropicale și au o incidență redusă Din acest motiv, fungii acestei familii nu sunt descriși în prezentul volum Cei interesați pot consulta în Clinical Microbiology’ Reviews, volumul 13, nr 2, un material exhaustiv intitulat „Zygomycetes in Human Diseases” Examenul microscopic direct Pornind de la prelevate ca aspiratul bronșic, LBA sau biopsiile, se obțin - prin etalare sau amprentă, preparate microscopice de tipul frotiurilor care apoi se colorează Gomori sau cu calcofluor și se examinează în vederea decelării aspectelor care ar pleda pentru o zygomicoză: filamente miceliene largi, până la 25 pm grosime, cu diametru neregulat (fig 38-48), ramificate preponderent în unghi drept (caracter diferențial față de Aspergillus, la care hifele sunt mai fine, regulate, cu ramificare în unghi ascuțit) Cultivareaprelevatelor Majoritatea mediilor uzuale, fără adaos de cicloheximidă sunt convenabile pentru dezvoltarea zygomicetelor Atenție! Fragmentele biopsice nu se omogenizează cu diluant prin mojarare sau fragmentare, deoarece se distruge miceliul și cultura va fi fals negativă Temperatura de incubare recomandată este 37°C Identificarea genurilor și a speciilor Caracterele diferențiale ale principalelor genuri de zygomicete sunt prezentate în tabelul 38-19 în fig 38-49 38-58 sunt prezentate aspectele microscopice ale principalelor specii de interes medical Tabelul 38-19 Caracterele diferențiale ale principalelor genuri de zygomicete Genul Rizoizi Spo-rangio-for ramificat Sporocist Apo-fiză Sporangiospori Alte caractere Rhizopus + + nu sferic + angulari, striați nu Absidia da piriform + + rotunzi-ovoizi, netezi nu Rhizomucor + da sferic - rotunzi-ovoizi, netezi nu Mucor da sferic rotunzi-ovoizi, netezi nu Cunninghainella 4- da sferic + rotunzi-ovoizi, finn echinulați sporociști secundari conținând câte un sporoangiospor dezvoltați pe toată suprafața columelei Syn cephal as t rum + da sferic - numiți și merospori rotunzi-ovoizi, netezi sporociști secundari ce conțin mai mulți merospori plasați în linie Cokeromyces - nu neregulat - ovoizi-elipsoidali, netezi sporociști secundari, susținuți de filamente lungi și recurbate care emerg din columelă Saksenaea + nu formă de amforă - elipsoidali sau cilindrici, netezi columelă hemisferică 997 Fig 38-49 Rhizopus oryzae; aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lacto-fenol și albastru de anilină, x 200 - sporocist dehiscent sporangiofor și rizoizi Fig 38-50 Absidia corymbifera', aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 400 - sporangiofor ramificat sporociști dehiscenți Fig 38-51 Abvdiaconmbifera; aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 1000 - sporocist Fig 38-52 Rhizopus microsporus: aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 200 - sporociști dehiscenți (stânga), sporocist integru (dreapta), rizoizi Fig 38-53 Rhizomucorpiisilliis: aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 1000 - sporociști (dehiscent - stânga și integru - dreapta) 998 Fig 38-54 Mucor circinelloides; aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 1000 - sporociști cu dispunere alternă Fig 38-55 Syncephalcistrum racemosum; aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 400 - sporociști cu și fără merospori; în chenar - detaliu sporociști secundari cu merospori în dispunere liniară Fig 38-56 Cunninghainella bertholletiae; aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 400 - sporociști secundari conținând un singur sporangiospor, dispuși pe toată suprafața columelei Fig 38-57 Cokeromyces reciirvatiis; aspect microscopic, preparat extemporaneu cu bandă adezivă, x 1000 - sporangiofor, columelă și sporociști secundari Fig 38-58 Saksenaea vasiformis; aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 200 - sporocist cu formă de „amforă”, sporangiofor și rizoizi 999 38 6 DIAGNOSTICUL INFECȚIILOR PRODUSE DE DERMATOFIȚI (M MAREȘ, OLIMPIA BAZGAN) Generalități Dermatofiții sau fungii dermatofiți sunt micromiceți filamentoși keratinofîli încadrați taxonomic în ordinul Onygenales, familia Arthrodennataceae și sunt potențiali agenți patogeni ai omului și animalelor Din punct de vedere morfologic, trăsătura definitorie cea mai importantă a dermatofiților este prezența a două tipuri de conidii - microconidii (cu o singură celulă) și macroconidii (cu mai multe celule numite și lojete) Stadiile lor imperfecte (asexuate), numite și forme anamorfe, sunt grupate în 3 genuri - Epidermophyton, Microsporum și Trichophyton, în timp ce stadiile perfecte (sexuate) cunoscute și ca forme teleomorfe, sunt incluse în genul Arthroderma O caracteristică fiziologică importantă, exploatată în demersul de izolare și identificare a dermatofiților, este toleranța lor la cicloheximidă (Actidione) înglobată în mediile de cultură Acest agent inhibitor al majorității fungilor contaminanți pennite izolarea în cele mai bune condiții a sușelor de dermatofiți din prelevatele clinice Ecologie în condiții naturale, dermatofiții au capacitatea de a descompune keratina Această abilitate metabolică le pennite supraviețuirea în mediul ambiant și uneori, producerea unor afecțiuni superficiale cu localizare tegumentară, piloasă sau unghială la om și animale în funcție de tipul keratinei utilizate preferențial, speciile de dermatofiți se împart în 3 categorii: • geofile (tabelul 38-20) - folosesc keratina devitalizată, provenită din celule descuamate, fire de păr și alte fragmente de fanere prezente în mediul ambiant, în special în sol; rar, pot produce îmbolnăviri la om și la animale, însă transmiterea între indivizi este aproape nulă • zoofile (tabelul 38-20) - au tropism pentru keratina din pielea și învelișul pilos al animalelor; afectează preponderent animalele, deși unele se pot transmite extrem de ușor și la om; transmiterea interumană, deși posibilă, este extrem de redusă • antropofile (tabelul 38-20) - parazitează cu predilecție keratina umană; produc afecțiuni la om, caracterizate uneori printr-un grad ridicat de contagiozitate Tabelul 38-20 Clasificarea dermatofiților din punct de vedere ecologic Specii geofile Specii zoofile Specii antropofile M cookei M caniș E floccosum M gypseum M gallinae M miclouinii M praecox M nanimi M ferruginetim T ajelloi M persicolor T concentricum T terrestre T erinacei T menthagrophytes var interdigitale T vanbruseghemii T menthagrophytes var menthagrophytes T rubrum T simit T schoenleinii T soudanense T tonsurans T violaceum 1000 Unele specii antropofile sunt răspândite exclusiv în anumite areale geografice, altele sunt ubicuitare, cosmopolite (tabelul 38-21) Tabelul 38-21 Distribuția geografică a dermatofițiior antropofili Specia Arealul geografic M amazonicum Brazilia M ferrugineum Asia, Estul Europei și Africa M persicolor Europa Canada M praecox Franța, SUA T concentricum zona Pacificului Sudul Asiei și America Centrală T flavescens Australia T gloriae zonele aride ale Americii de Nord, ocazional Italia T schoenleinii zona euro-asiatică, nordul Africii T soudanense Africa Centrală, importată în Europa T simii India T tonsurans America de Nord, Europa, zona Pacificului T vanbreuseghemii Australia T violaceum Africa de Nord, Orientul Mijlociu, Estul Europei, america Centrală și de Nord Caractere epidemiologice Sursele de contaminare și modul de transmitere reprezintă caractere epidemiologice deosebit de importante în demersul de identificare al speciei implicate în producerea unei leziuni dermatofitice și de asemenea, în prevenția reinfectării pacientului De exemplu, contactul cu micile mamifere sălbatice sau cu animalele de companie poate sta la originea contractării unor dermatofiții produse de specii de portaj Pe de altă parte, contactul interuman sau desfășurarea unor anumite activități sportive pot predispune la apariția unor infecții cu specii de dermatofiți predominant antropofile Precizarea de către clinician în referințele destinate medicului de laborator a unor date anamnestice cu caracter epidemiologie, nu este doar recomandabilă ci și obligatorie, ea asigurând un grad înalt de acuratețe a identificării speciei de dermatofit în cauză în tabelul 38-22 sunt prezentate sursele de contaminare în cazul dermatofițiior care pot induce infecții la om Tabelul 38-22 Surse de contaminare cu dermatofiți Specia Sursa de contaminare E floccosum Persoane purtătoare de leziuni sau mersul pe pavimente contaminate din băi publice sau familiale, dușuri, săli de sport M audouinii Pacienți purtători de leziuni M caniș Pisici purtătoare asimptomatice, rar alte animale de companie (câine, hamster), exepțional pacienții cu leziuni M cookei Sporii existenți în sol sau pe blana animalelor sălbatice și domestice M ferrugineum Pacienții cu leziuni M gallinae Animale purtătoare asimptomatice sau cu leziuni (găini, pisici, câini, veverițe) M gypseum Sporii prezenți în sol sau pe blana animalelor domestice sau sălbatice M nanum Porci cu leziuni 1001 Tabelul 38-22 (continuare) Specia Sursa de contaminare M persicolor Mamifere sălbatice (rozătoare), câini de vânătoare, rareori solul M praecox Caii și habitatul acestora (herghelii, manejuri, baze hipice) T ajelloi Sporii prezenți în sol sau pe blana animalelor domestice și sălbatice T concentricum Pacienți cu leziuni (Ținea imbricata ) T erinacei Ariciul, câinii de vânătoare T mentagrophytes var interdigitale Mersul pe pavimente contaminate, instrumente de pedichiură T mentagrophytes var mentagrophytes Micile mamifere sălbatice și mamiferele domestice T rubrum Mersul desculț pe pavimente umede din piscine, săli de baie, saune sau săli dc sport T schoenleinii Pacienți cu leziuni T sottdanense Pacienți cu leziuni T terrestre Sporii prezenți în solul nisipos sau pe blana micilor mamifere sălbatice și a mamiferelor domestice T tonsurans Pacienți cu leziuni, cai T verrucosum Bovine și cabaline cu leziuni T violaceum Pacienți cu leziuni Aspecte clinice Datorită abilității de a utiliza keratina în procesele metabolice, dermatofiții atacă cu ușurință epidermul și fanerele - structuri anatomice cheratinizate Reacția inflamatorie locală îmbracă diferite grade de intensitate în funcție de dermatofitul implicat și gazda infectată Excepțional, afectarea tisulară poate progresa și spre structurile mai profunde; este cazul bolii dermatofitice (maladia Hadida- Schousboă) și a micetoa-melor provocate de unii dermatofiți Entitățile morbide cauzate de dermatofiți sunt prezentate în tabelele 38-23 și 38-24 Tabelul 38-23 Clasificarea aspectelor clinice - dermatofiții superficiale Categoria nosologică Varianta lezională Epidermoflfii Epidermofiția circinată ("herpesul" circinat) - cea mai comună formă de ținea corporis Intertrigo inghinal (ținea cntris) Intertrigo interdigito-plantar (cea mai comună manifestare de ținea pedis) Leziuni hipercheratozice plantare („aspect de mocasin") Foliculite , Tokelau (ținea imbricata) Alte epidemofîții (combinații eritemo-veziculo-erozivo-crustoase) Pilomicoze Ținea capitis (afecțiunile tondante microsporice și tricofitice, kerion, favus) ' Ținea faciei (sicozis) Onicomicoze (ținea unguium) Onicomicoză subunghială distală Onicomicoză subunghială proximală Leuconichie superficială Onicodistrofie totală 1002 Tabelul 38-24 Clasificarea aspectelor clinice - dermatofiți! profunde Categoria nosologică Varianta lezională Boala dennatofltică Maladia Hadida-Schousboe (afectarea limfonodurilor și organelor interne) Miceromiil dermatofitic Granulomul Majocchi sau perifoliculita granulomatoasâ nodulară Identificarea dermatofițiior Este un demers complex care implică coroborarea datelor clinice, epidemiologice și de laborator Medicul de laborator trebuie informat cu o serie de aspecte importante, deosebit de utile diagnosticului: tipul leziunii, profesia pacientului (dacă se suspicionează vreo legătură cu îmbolnăvirea), eventualele animale de companie sau de sport cu care a venit în contact, călătorii în străinătate, intrarea în contact cu persoane din zone endemice pentru anumiți dermatofiți, frecventarea piscinelor, a sălilor de sport, cluburilor de fîtness sau saloanelor de cosmetică în perioada premergătoare apariției leziunilor Examenul de laborator presupune o serie de etape succesive și complementare a cărei finalitate trebuie s-o reprezinte confirmarea sau infirmarea suspiciunii de dermato-fiție și identificarea speciei implicate A Examenul microscopic direct este obligatoriu; el are valoare diagnostică intrinsecă deoarece permite confirmarea rapidă a suspiciunii de infecție dermatofitică și informarea timpurie a clinicianului, cu mult timp înainte de pozitivarea culturii Tehnica: câteva fragmente din prelevatul recoltat de la pacient se depun pe o lamă de sticlă, într-o picătură de lichid clarificant (lactofenol sau soluție 10-20% K OH) care prin „digerarea” keratinei va permite observarea la microscop a filamentelor dermatofițiior - septate, mai mult sau mai puțin regulate, adeseori ramificate După un contact de cca 10-15 minute (eventual mai îndelungat în cazul fragmentelor unghiale), lama se acoperă cu o lamelă și se examinează la microscop, cu obiectivul 20 Acțiunea lichidului clarificant poate fi intensificată prin încălzirea lamei la flacăra unui bec de gaz, fără însă a-l aduce la fierbere în general, lama se poate examina când opacitatea preparatului s-a diminuat vizibil Decelarea filamentelor dermatofitice în prelevate este mult ameliorată dacă la soluția clarificantă se adaugă un colorant - negru clorazol, cerneală Parker sau o substanță fluorescentă cu afinitate pentru glicanul din peretele fungilor (Blankophor Calcofluor 0,1%) Utilizarea substanțelor fluorescente incumbă examinarea preparatului la un microscop cu fluorescență în cazul firelor de păr (fig 38-59), se pot observa hife și artrospori rezultați prin fragmentarea hifelor Localizarea acestor elemente dermatofitice care invadează tija pil ară oferă indicii privind etiologia afecțiunii în funcție de modul de afectare a tijei pilare, deosebim trei tipuri de parazitare: • tipul endo-ectotrix, la care artrosporii rezultați în unna fragmentării filamentelor miceliene apar atât în interiorul, cât și la exteriorul firului de păr (fig 38-60) în cadrul acestui tip deosebim subtipuri subsecvente de parazitare, în funcție de diametrul și numărul sporilor: subtipul microsporic (spori cu diametrul de cca 2pm, extrem de numeroși, formând un manșon compact și bine evidențiat înjurai tijei pilare; întâlnit la M audouinii 1003 Fig 38-59 Fir de păr normal aspect microscopic (x 1000) Fig 38-60 Fir de păr cu parazitare de tip endo-ectotrix (x 1000) M caniș, rar la M ferrugineumy, subtipul microid (spori cu diametrul de cca 2pnt, formând un manșon mai puțin dens; întâlnit la T erinacei și T mentagrophytes); subtipul megaspor (spori mai mari în diametru, măsurând cca 4-5 pm și formând un manșon neîntrerupt: întâlnit la T equinum și T vemicosum) • tipul endotrix, la care artrosporii rezultați prin segmentarea filamentelor miceliene din interiorul tijei pilare, vor determina fragmentarea firului de păr (fig 38-61); în aceste fragmente de mici dimensiuni sunt observabili la microscop numeroși spori de formă rotundă care înlocuiesc practic medulara pilară Acest mod de parazitare se întâlnește ia T tonsurans, T violaceum și T soudanense • tipulfavic, la care filamentele miceliene intrapilare sunt numeroase și formează adevărate galerii în interiorul firului de păr, galerii ce devin vizibile microscopic sub forma unor benzi de culoare brună, cu traiect rectiliniu, uneori cu ramificare dicotomică (fig 38-62); se întâlnește la T schoenleinii Fig 38-61 Fir de păr cu parazitare de tip endotrix - aspect microscopic (x 1000) Fig 38-62 Fir de păr cu parazitare de tip fa\ i; aspect microscopic (x 1000) 1004 В însămânțareape medii de cultură Mediul de elecție pentru izolarea dermatofiților este Agarul Mycobiotic (Agar Sabouraud aditivat cu cloramfenicol și cicloheximidă); prezența cloramfenicolului suprimă dezvoltarea bacteriilor care pot contamina prelevatul iar cicloheximidă (Actidione) inhibă multiplicarea fungilor contaminanți facilitând izolarea dennatofiților Se recomandă ca primocultură să se efectueze în plăci Petri și nu în tuburi, deoarece atât însămânțarea cât și manoperele ulterioare sunt mult facilitate Materialul patologic se însămânțează în mai multe puncte pentru a crește probabilitatea izolării dermatofiți lor și a putea acorda semnificație clinică tulpinii izolate Cu cât numărul punctelor de însămânțare pozitivate este mai mare, cu atât implicarea clinică a tulpinii izolate este mai sigură Este posibilă și însămânțareaprin înglobareaprelevatului în mediul de cultură, însă interpretarea semnificației clinice devine mai dificilă Incubarea se realizează la 25°-30°C, timp de cca 4 săptămâni Când se suspicionează o infecție cu T verrucosum, plăcile se vor incuba la 37°C (creștere accelerată) în cazul absenței sporulării în primocultură, tulpinile se pot pasa pe medii speciale care favorizează producerea macroconidiilor și pigmentogeneza: mediul Lactrimel (Borelli), PDA, geloză peptonată 3% Se recomandă observarea culturilor de 2 ori/săptamână pentru a surprinde în dinamică aspectele caracteristice coloniilor de dermatofiți Importante din punct de vedere diagnostic sunt viteza de creștere, caracterele morfologice macro- și microscopice La unele specii de dermatofiți apar așa-numitele „formațiuni ornamentale” care reprezintă de fapt hife cu aspect modificat, al căror rol nu este încă elucidat: hife „în rachetă” sau cu aspect de „tijă de bambus”, candelabre favice, hife spiralate (vrile), celule osiforme (aspect de „ganteră”), organe nodulare, hife pectinate Descrierea principalelor genuri și specii de dermatofiți implicate în patologia umană GenulEpidermophyton Se caracterizează prin prezența a numeroase macroconidii alungite, cu aspect clavat și perete neted Tipic, microconidiile sunt absente E jloccosum este singura specie patogenă a acestui gen GenulMicrosporum Spre deosebire de fungii genului Epidermophyton, cei incluși în genul Microsporum prezintă de obicei atât macro- cât și microconidii Macroconidiile au forme variate, de la ovoidală la fusiformă sau cilindro-fusiformă și prezintă pe suprafață o serie de rugozități mai fine sau mai grosiere numite echinulații Numărul lojetelor este de asemenea variabil, fiind cuprins între 2-12 (uneori chiar mai mare), în funcție de specie și vechimea culturii Microconidiile au formă clavată (similară unei „bâte de basebal”) sau piriforma De regulă, macroconidiile sunt mai numeroase decât microconidiile Genul Trichophyton Se caracterizează prin prezența ambelor tipuri de conidii -macro- și microconidii Macroconidiile au formă clavată, fusiformă sau cilindrică și prezintă un perete cu diferite grade de grosime, în funcție de specie Tipic pentru speciile genului Trichophyton este aspectul neted, lipsit de asperități, al peretelui macroconidiilor Microconidiile sunt de obicei mai numeroase decât macroconidiile, au formă variată (clavată, piriforma, sferică) și pot fi dispuse „în ciorchine” sau solitare de-a lungul hifelor 1005 Epidermophyton floccosum Caractere de cultură Pe SDA sau Agar Mycobiotic, creșterea coloniilor este rapidă; ele apar în 4-5 zile și devin caracteristice după 10-12 zile Aversul coloniilor are aspect catifelat, uneori pulverulent, de culoare albă, galben-ocru, galben-kaki sau verde-olive (fig 38-63 și 38-65) Reversul are culoare galben-brună (fig 38-64) Prin învechire, coloniile capătă un aspect plisat, cutat, iar pe suprafață se observă adeseori zone de pleomorfism (zone cu aspect floconos, nepigmentate, constituite din miceliu steril) Aspecte microscopice Genul Epidermophyton se caracterizează prin absența microconidiilor, trăsătură ce-1 diferențiază de celelalte genuri de dermatofiți: Microsporum și Trichophyton Macroconidiile sunt numeroase, aranjate de obicei în „buchet" Au formă de măciucă, perete subțire și neted, posedând 2-5 lojete (fig 38-66 și 38-68) Lungimea macroconidiilor variază între 20-40 pm, iar diametrul între 6-12 pm Clamidosporii sunt comuni în culturile mature (fig 38-67) Comentarii Rar, unele tulpini pot produce un pigment brun-roșiatic difuzibil în geloză Forma teleomorfâ (sexuată): nu este cunoscută Patogenitate: ținea pedis (uneori cu caracter epidemic, când contaminarea se realizează prin frecventarea sălilor de sport, piscinelor, dușurilor comune), ținea cruris, ținea corporis, rar onicomicoze Microsporum audouinii Caractere de cultură Pe SDA sau Agar Mycobiotic, coloniile se dezvoltă moderat rapid; ele sunt vizibile după o săptămână de incubare la 30°C și devin caracteristice, mature, în aproximativ 15 zile Aversul coloniei prezintă un aspect catifelat sau pulverulent; coloniile au formă rotundă, sunt plate și centrate de un „buton" supraînălțat (fig 38-69) Prin învechire, pe suprafața acestora pot apare pliuri radiare Culoarea aversului coloniei este la început albă, apoi alb-cenușie sau gălbuie Reversul coloniei este pigmentat în nuanțe de la galben-brun la roz-somon (culoarea roz-somon caracteristică este exprimată mai pregnant pe PDA) Rar, unele sușe nu prezintă pigment pe reversul coloniei Aspecte microscopice Miceliu septat, cu diametrul regulat Macroconidiile apar rar în primocultură și lipsesc de obicei în subculturi Au formă fusiformă, sunt fin echinu-late (fig 38-70 și 38-71) și deseori apar deformate datorită unei ștrangulări în porțiunea mijlocie - aspect în „bisac” (fig 38-72) Clamidosporii terminali sau intercalări sunt adeseori prezenți (fig 38-73) Organele pectinate (fig 38-74) și hifele „în rachetă" sunt formațiuni ornamentale care se întâlnesc relativ frecvent la această specie Microconidiile nu sunt constant prezente în culturi; când apar, sunt piriforme sau au un aspect clavat Comentarii Morfologia macroconidiilor poate sugera o asemănare cu M caniș însă vom ține cont de faptul că au o lungime mai mare, sunt mai puțin echinulate și uneori sunt deformate printr-o ștrangulare Izolate în primocultură pe Agar Mycobiotic sau SDA, tulpinile de M audouinii sunt adeseori sterile și uzual este necesară subcultura pe PDA sau Agar Lactrimel (Borelli) pentru a stimula pigmentogeneza și sporularea Diferențierea tulpinilor de M audouinii față de tulpinile sterile aparținând speciei M caniș se realizează prin cultivare pe mediul cu boabe de orez: creștere restrictivă + pigment brun > M audouinii, creștere abundentă + pigment galben > M caniș 1006 Forma teleomorfa (sexuată): nu este cunoscută Patogenitate' ținea capitis (leziuni tondante microsporice la mamă și copil), mai rar ținea corporis (epidermofiție circinată slab inflamatorie) Microsporum caniș Caractere de cultură Pe SDA sau Agar Mycobiotic, dezvoltarea coloniilor este rapidă; ele apar în 3-4 zile și devin caracteristice după o incubare de 10 zile la 30°C Coloniile tinere au aspect stelat, culoare albă, fiind constituite dintr-o zonă centrală cu aspect catifelat, înconjurată de hife ce emerg în geloză (fig 38-77) Coloniile mature, au textură catifelată sau lânoasă, prezintă striuri radiare și au conturai cu aspect franjurat Aversul coloniei are culoare albă, rar alb-gălbuie (fig 38-75) Reversul este de cele mai multțs ori pigmentat în galben-portocaliu sau cafeniu (fig 38-76); rar, se semnalează și sușe al căror revers nu prezintă pigment (cultivarea pe mediul Lactrimel sau pe cel cu boabe de orez, stimulează pigmentogeneza) Aspecte microscopice Macroconidiile sunt de obicei prezente în număr mare, atât în primocultură cât și în subculturi (fig 38-79) Sunt fusiforme, cu peretele gros, evident echinulat (fig 38-80) Extremitatea apicală este rotunjită și ușor încurbată Macroconidiile sunt împărțite în 6-12 lojete prin câteva septe bine evidențiate Ele au o lungime ce poate atinge 40-100 pm și un diametru maxim de cca 25 pm Microconidiile nu apar constant; când sunt prezente, au formă piriformă sau clavată, sunt sesile, relativ rare și plasate lateral pe hife Uneori pot apare și formațiuni ornamentale de tipul clamidosporilor hifelor „în rachetă” sau organelor nodulare Comentarii Unele tulpini pot prezenta macroconidii deformate, cu morfologie atipică Tulpinile sterile sau cu sporulare anevoioasă pot fi identificate prin cultivare pe mediul cu boabe de orez, pe care se obțin aspecte caracteristice (creștere abundentă, sporulare intensă, pigment galben) (fig 38-78) Forma teleomorfa (sexuată): Arthroderma otae Patogenitate: • ținea capitis (leziuni tondante microsporice întinse) și epidermofiție circinată pe pielea glabră, uneori cu caracter epidemic (la copii) • epidermofiție circinată pe pielea glabră, rar foliculite ale trunchiului, onicomicoze, sicozis (la bărbați), leziuni inflamatorii de ținea capitis (la femei) • caracter zoonotic, • excepțional transmitere interumană Microsporum cookei Caractere de cultură Pe SDA sau Agar Mycobiotic, dezvoltarea coloniilor este moderat rapidă; ele se schițează în 7-8 zile și devin caracteristice după aproximativ 12 zile de incubare la 30°C Coloniile sunt plate, cu aspect inițial catifelat, apoi fin granular-pulverulent (fig 38-81); prin invechire, pe suprafața coloniilor apar pliuri radiare (fig 38-83) Culoarea aversului coloniilor este albicioasă până la ocru; reversul este pigmentat în roșu-închis („red wine”), fig 38-82 și 38-84 Aspecte microscopice Macroconidiile, de obicei abundente, au formă ovoidală sunt echinulate și prezintă pereți groși (cca 5 pm grosime) fig 38-85 Apexul lor este rotunjit Lungimea variază între 30-50 pm, iar diametrul între 12-16 pm Numărul mediu al lojetelor este de 5-6, cu limite între 2 și 8 (fig 38-86) Microconidiile sunt rare și au formă clavată sau pirifomă 1007 Comentarii Diferențierea se va face față de M gypseum, ținând cont de pigmentul roșu-închis al reversului coloniilor și grosimea mare a peretelui macroconidiilor Forma teleomorfa (sexuată): Arthroderma cajetam Patogenitate: rareori leziuni cutanate superficiale de tipul epidennofițiilor circi-nate Microsporum ferrugin eum Caractere de cultură Pe SDA sau Agar Mycobiotic, dezvoltarea coloniilor este lentă, ele apărând în 12-15 zile și devenind caracteristice în cca 30 zile de incubare la 30°C Coloniile sunt plate sau dimpotrivă, cutate; în ceea ce privește textura coloniilor, ele sunt glabre, cu aspect ceros sau catifelate Aversul și reversul coloniilor sunt colorate similar, în galben-ruginiu Aspecte microscopice Tipic, sunt prezente hife rectilinii, regulate, cu septe bine evidențiate care le conferă aspect de „tijă de bambus” în culturile vechi, pe medii sărace în substanțe nutritive, pot apare rareori macroconidii cu o morfologie similară celor de M caniș Microconidiile sunt absente Comentarii Tulpinile izolate în Estul Europei au creștere mai rapidă și culoare albă Uneori, aspectul cutat, cerebriform, poate creea confuzii cu T schoenieinii Forma teleomorfa (sexuată): nu este cunoscută Patogenitate: ținea capitis (leziuni tondante microsporice în special la copii), epidermofiții circinate, rareori infecții subcutanate Microsporum gypseum Caractere de cultură Pe SDA sau Agar Mycobiotic, coloniile de M gypseum au o dezvoltare rapidă; ele se schițează în 3-4 zile și devin caracteristice în cca 7 zile Coloniile sunt plane, au aspect granular sau pulverulent (fig 38-89) Uneori, mai ales în subculturi, pot avea aspect catifelat (fig 38-87) Aversul, la început alb, este colorat apoi în crem-galbui, iar reversul îmbracă nuanțe de bej sau galben-brun (fig 38-88) Aspecte microscopice Macroconidiile sunt de obicei deosebit de numeroase în primocultură (fig 38-90) Ele au formă eliptică, sunt echinulate și prezintă un perete subțire (fig 38-91) Conțin maxim 6 lojete (excepțional 7-8) și măsoară 30-60 pm lungime/ 9-15 pm diametru (fig 38-92) Microconidiile sunt rar observate; suntpirifonneși sesile, plasate lateral pe hife Ele măsoară cca 3,5-8,0 pm lungime și 2-3 pm diametru Comentarii Prin pasaje repetate, în special pe medii bogate în glucoză (SDA, Agar Mycobiotic), tulpinile tind să devină pleomorfe, sporularea se reduce până la dispariție și astfel ele sunt dificil de identificat O conversie la aspectul tipic se poate obține prin cultivare pe medii ca Agarul peptonat 3%, PDA sau Agar Lactrimel Forma teleomorfa (sexuată): Arthroderma gypseum, A incurvatum Patogenitate: ocazional, ținea corporis sau ținea capitis (leziuni intens inflamatorii): excepțional onicomicoze Microsporum nanum Caractere de cultură Pe SDA sau Agar Mycobiotic, coloniile se dezvoltă moderat rapid, în cca 12-15 zile Coloniile au aspect pulverulent sau vatos și uneori pot prezenta striuri radiare puțin adânci Aversul coloniilor are culoare crem-gălbuie, iar reversul acestora este pigmentat într-o nuanță brun-roșiatică Aspecte microscopice Macroconidiile sunt constant prezente, au formă ovoidală sau piriforma, cu baza truncată Au aspect neted sau fin echinulat perete subțire și conțin 1008 Fig 38-103 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 100 - miceliu și macroconidii Fig 38-104 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 1000 -macroconidii mature Fig 38-105 Cultură pe PDA, ziua 15 - aversul colo- Fig 38-106 Cultură pe PDA, ziua 15 - reversul cornilor (var interdigitale) loniilor (var interdigitale) Fig 38-107 Primocultură pe Agar Mycobiotic, ziua 10 - aversul coloniilor (var mentagrophytes) Fig 38-108 Primocultură pe Agar Mycobiotic, ziua 10 - reversul coloniilor (var mentagrophytes) Fig 38-110 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 8 - reversul coloniilor (var mentagrophytes) Fig 38-109 Cultură pe Agar Mycobiotic, ziua 8 -aversul coloniilor (var mentagrophytes) Fig 38-111 Aspect microscopic, preparat extempo- Fig 38-112 Aspect microscopic, preparat extern -raneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 100 - poraneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 400 -miceliu și microconidii dispuse în acladiu miceliu și microconidii dispuse în acladiu Fig 38-113 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 200 -hife spiralate (viile) Fig 38-114 Aspect microscopic, preparat extemporaneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 200 -celule osiforme (sau cu aspect de „ganteră") prezente la forma sexuată (Arthroderma vanbreuseghemii) Fig 38-115 Aspect microscopic, preparat extern- Fig 38-116 Aspect microscopic, preparat extempo-poraneu cu lactofenol și albastru de anilină, x 900 - raneu, x 1000 - fir de păr - organe perforatoare macroconidie matură in vitro gjjlf lig 38-117 Aspect microscopic, preparat extem-potaiKii 15 pm), cuburjeonare unipolară și bază largă de implantare (fig 38-225) Forma filamentoasă care apare în culturi incubate la 30°C se caracterizează prin prezența unor conidii (2-7 pm) plasate pe filamente scurte (se poate confunda cu Scedosporium apiospermum) 1029 Coccidioides immitis Zone endemice: sud -vestul SUA (California, Arizona, Nevada, New Mexico, Texas), nordul Mexicului; focare izolate în Columbia, Argentina, Venezuela și Brazilia; un caz descris în România Examen microscopic direct: sferule cu diametrul de 10-100 pm, conținând până la 200 de endospori (fig 38-226) Forma filamentoasă: hife hialine septate, formate din artroconidii unicelulare, rectangulare, mai late ca filamentul, care alternează cu celule goale, numite celule disjunctive Histoplasma capsulatum var capsulatum Zone endemice: continentul american (zona fluviilor Ohio și Mississipi), America Latină, Haiti, Porto Rico, Cuba, Antile, Guyana Franceză, Africa ecuatorială și Africa de Sud, nordul Italiei; fungul a fost izolat în România în solul peșterilor din Carpații Meridionali Examen microscopic direct: levuri mici (2-3 pm), plasate intracelular fie în macrofage (vizibile prin col May-Grunwald-Giemsa), fie în alte țesuturi (fig 38-227) Forma filamentoasă: conidiipiriforme (1-4 pm) și clamidospori tuberculați, sferici, de 8-14 pm diametru Histoplasma capsulatum var duboisii Zone endemice: Africa Centrală și de Vest (Uganda, Nigeria, Senegal), Examen microscopic direct: levuri de talie mare (8-15/4-6 pm), ovalare, în formă de lămâie, cu perete gros, bilamelar, cu burjeonare uni- sau bipolară și bază îngustă de implantare (fig 38-228) Formă filamentoasă similară speciei precedente Paracoccidioides brasiliensis Zone endemice: Mexic, Brazilia, Columbia, Venezuela, Ecuador, Uruguay, Argentina Examen microscopic direct: levuri mari (până la 30 pm diamentru), cu burjeonare multipolară, sincronă pe toată suprafața (fig 38-229) Forma filamentoasă: filamente septate, clamidospori intercalări, absența conidiilor 39 BACTERII ȘI FUNGI CU PERETE DEFECTIV (MARIA DAN) 39 1 DEFINIȚII, SEMANTIC ȘI CICLUL VITAL 39 2 IMPLICAȚII ÎN PATOLOGIE 39 3 CARACTERE DE CULTIVARE 39 4 CARACTERE MICROSCOPICE 39 5 REVERSIA LA CREȘTEREA * NORMALĂ ȘI IDENTIFICAREA 39 5 1 Metode de reversie 39 5 2 Particularități întâlnite în identificarea unor revertanți Afinitatea tinctorială Caracteristici biochimice 39 6 INIȚIEREA ȘI GHIDAREA TERAPIEI ANTIMICROBIENE A INFECȚIILOR DETERMINATE DE BACTERII CU PERETE DEFECTIV 39 7 ROLUL LABORATORULUI 39 1 DEFINIȚII, SEMANTICĂ ȘI CICLUL VITAL Bacteriile cu perete defectiv sunt variante pleomorfe care apar sub acțiunea unor variați agenți inductori: • antibiotice (P-lactamine, fluoroquinolone, cloramfenicol în concentrații scăzute, aminoglicozide, tetracicline, nistatin și amfotericină B, fluorouracil), • antivitamine (tricloriodpiridina), • factori ai mediului intern sau intracelular (progesteron, lizozim) Bacteriile cu perete defectiv au nevoie de un mediu protector pentru contracararea presiunii osmotice din protoplastul bacterian Protecția este asigurată de hipertonia mediului de suspensie (in vitro, medii de cultură, in vivo urina), prezența colesterolului și altor lipoide (mediul intern, exsudate, mediul intracelular) Sunt foarte fastidioase și formează microcolonii Tot mai preferată este denumirea de forme L (Emmy Klieneberger-Noble, 1949) pentru simplitate și multitudinea sensurilor pe care le include: L „little” (mic) - forme fîltrabile care trec prin membrane cu pori de 0,22pm diametru (sterilizante pentru orice bacterie în formă tipică); L „large” (mare) - pentru că uneori apar ca sfere mari; L „lipoidal” (lipidic) — înveliș cu mare conținut lipidic, ca urmare a fixării de lipide și lipoide preformate din mediul intern, intracelular ori exudate L „lithe” (mlădios, acomodabil) - dimensiunile reduse și conținutul lipidic membranar favorizează pinocitarea de către celule în care își găsesc adăpost (eritrocite, fibrele miocardice, etc ) Ultimele două proprietăți au importante consecințe biologice și metodologice: De ordin biologic: fixarea colesterolului preformat în mediu asigură plasticitatea și rezistența membranei citoplasmice (ca și la micoplasme) și favorizează endocitarea (de către macrofage, eritrocite, trombocite) De ordin metodologic: • formle L sunt frecvent spălate de pe lame, • fixarea clasică a frotiurilor prin căldură duce la deformări (artefacte) • preferabilă examinarea în preparate umede Utilizarea unor termeni ca sferoplaști, protoplaști, corpi L, forme filtrabile nu este indicată decât pentru faze precise ale ciclului vital al bacteriilor cu perete defectiv 1031 Coccidioides immitis Zone endemice: sud -vestul SUA (California, Arizona, Nevada, New Mexico, Texas), nordul Mexicului; focare izolate în Columbia, Argentina, Venezuela și Brazilia; un caz descris în România Examen microscopic direct: sferule cu diametrul de 10-100 pm, conținând până la 200 de endospori (fig 38-226) Forma filamentoasă: hife hialine septate, formate din artroconidii unicelulare rectangulare, mai late ca filamentul, care alternează cu celule goale, numite celule disjunctive Histoplasma capsulatum var capsulatum Zone endemice: continentul american (zona fluviilor Ohio și Mississipi), America Latină, Haiti, Porto Rico, Cuba, Antile, Guyana Franceză, Africa ecuatorială și Africa de Sud, nordul Italiei; fungul a fost izolat în România în solul peșterilor din Carpații Meridionali Examen microscopic direct: levuri mici (2-3 pm), plasate intracelular fie în macrofage (vizibile prin col May-Grunwald-Giemsa), fie în alte țesuturi (fig 38-227) Forma filamentoasă: conidii piriforme (1-4 pm) și clamidospori tuberculați, sferici, de 8-14 pm diametru Histoplasma capsulatum var duboisii Zone endemice: Africa Centrală și de Vest (Uganda, Nigeria, Senegal), Examen microscopic direct: levuri de talie mare (8-15/4-6 pm), ovalare, în formă de lămâie, cu perete gros, bilamelar, cu burjeonare uni- sau bipolară și bază îngustă de implantare (fig 38-228) Formă filamentoasă similară speciei precedente Paracoccidioides brasiliensis Zone endemice: Mexic, Brazilia, Columbia, Venezuela, Ecuador, Uruguay, Argentina Examen microscopic direct: levuri mari (până la 30 pm diamentru), cu burjeonare multipolară, sincronă pe toată suprafața (fig 38-229) Forma filamentoasă: filamente septate, clamidospori intercalări, absența conidiilor 39 BACTERII ȘI FUNGI CU PERETE DEFECTIV (MARIA DAN) 39 1 39 2 39 3 39 4 39 5 - DEFINIȚII, SEMANTIC ȘI CICLUL VITAL IMPLICAȚII ÎN PATOLOGIE CARACTERE DE CULTIVARE CARACTERE MICROSCOPICE REVERS1A LA CREȘTEREA NORMALĂ ȘI IDENTIFICAREA 39 5 2 Particularități întâlnite în identificarea unor revertanți Afinitatea tinctorială Caracteristici biochimice 39 5 Metode de reversie 39 6 INIȚIEREA ȘI GHIDAREA TERAPIEI ANTIMICROBIENE A INFECȚIILOR DETERMINATE DE BACTERII CU PERETE DEFECTIV 39 7 ROLUL LABORATORULUI 39 7 39 1 DEFINIȚII, SEMANTICA ȘI CICLUL VITAL Bacteriile cu perete defectiv sunt variante pleomorfe care apar sub acțiunea unor variați agenți inductori: • antibiotice (Ș-lactamine, fluoroquinolone cloramfenicol în concentrații scăzute, aminoglicozide, tetracicline, nistatin și amfotericină B, fluorouracil), • antivitamine (tricloriodpiridina), • factori ai mediului intern sau intracelular (progesteron, lizozim) Bacteriile cu perete defectiv au nevoie de un mediu protector pentru contracararea presiunii osmotice din protoplastul bacterian Protecția este asigurată de hipertonia mediului de suspensie (in vitro, medii de cultură, in vivo urina), prezența colesterolului și altor lipoide (mediul intern, exsudate, mediul intracelular) Sunt foarte fastidioase și formează microcolonii Tot mai preferată este denumirea de forme L (Emmy Klieneberger-Noble, 1949) pentru simplitate și multitudinea sensurilor pe care le include: L „little” (mic) — forme filtrabile care trec prin membrane cu pori de 0,22pm diametru (sterilizante pentru orice bacterie în formă tipică); L „large” (mare) - pentru că uneori apar ca sfere mari; L „lipoidal” (lipidic) - înveliș cu mare conținut lipidic, ca urmare a fixării de lipide și lipoide preformate din mediul intern, intracelular ori exudate L „lithe” (mlădios, acomodabil) - dimensiunile reduse și conținutul lipidic membranar favorizează pinocitarea de către celule în care își găsesc adăpost (eritrocite, fibrele miocardice, etc ) Ultimele două proprietăți au importante consecințe biologice și metodologice: De ordin biologic: fixarea colesterolului preformat în mediu asigură plasticitatea și rezistența membranei citoplasmice (ca și la micoplasme) și favorizează endocitarea (de către macrofage, eritrocite, trombocite) De ordin metodologic: • formle L sunt frecvent spălate de pe lame, • fixarea clasică a frotiurilor prin căldură duce la deformări (artefacte) • preferabilă examinarea în preparate umede Utilizarea unor termeni ca sferoplaști, protoplaști, corpi L, forme filtrabile nu este indicată decât pentru faze precise ale ciclului vital al bacteriilor cu perete defectiv 1031 Sub acțiunea agenților inductori pot apare mai multe forme caracteristice bacteriilor cu perete defectiv (fig 39-1) De obicei modificările se opresc la un anumit nivel și exprimă o formă unică Pe baza observațiilor realizate, în 1997 GJ Doniingue etal sugerează existența unor unități elementare reproductive aderente la eritrocite Prezența formelor L în eritrocite a fost demonstrată prin microscopie electronică, microscopie pe fond întunecat și imunfluorescență (colorația cu „fluorescent muramidaze/rhodamine-labeled muramidaze" - cea mai bună metodă - și cea cu acridine-orange) Eritrocitele per se nu au capacitatea de a sintetiza baze purinice In suspensiile de eritrocite glicina radioactivă a fost depistată în nucleotide purinice noi, indicând o activitate de sinteză neasociată cu metabolismul eritrocitelor Formele L intraeritrocitare au fost identificate ca fiind stafilococi și Bacillus licheniformis var endoparasiticus la 30% din persoanele sănătoase Nivele mult mai crescute de parazitism au fost depistate la pacienții cu bacteriemii, infecții renale și alte afecțiuni Parazitarea eritrocitelor circulante poate apare în proporție scăzută la orice individ sănătos și probabil reprezintă translocarea bacteriilor în sânge de la nivelul intestinului, cavității orale și tegumentului Prezența bacteriilor cu perete defectiv în sângele persoanelor sănătoase a fost demonstrată în 2002 prin PCR, microscopie pe fond întunecat, microscopie electronică Tot ceea ce se știe despre parazitarea eritrocitelor poate fi probabil aplicat și trombocitelor Parazitarea plachetelor a fost studiată prin microscopie electronică Forme L au fost găsite cu ajutorul imunfluorescenței și în leucocitele circulante în experiența noastră am observat forme L în leucocite, prin colorarea preparatelor umede din hemocultură cu acridine orange (fig 39-2) Inducție: transformarea unei bacterii cu morfologie clasică într-o bacterie cu perete defectiv prin manipulări in vitro Reversie: revenirea bacteriilor cu perete defectiv la morfologia tipică Uneori poate apare reversia microscopică, dar bacteriile nu pot dezvolta colonii vizibile macroscopic sau nu pot crește pe medii uzuale Forme L stabile/ forme L ireversibile: bacterii cu perete defectiv care nu pot reveni la morfologia tipică și nu pot cultiva pe medii solide de rutină Fungi cu perete defectiv: sub acțiunea anumitor substanțe (5-fluorouracil, amfotericină B, micostatin) sau uneori ca un eveniment natural/spontan, fungii se pot transforma în microorganisme cu perete defectiv Creșterea anumitor fungi (e g , Aspergillus spp ) poate fi stimulată în prezența antibioticelor (penicilină, kanamicină, eritromicină), producându-se concomitent și variante cu perete defectiv 39 2 IMPLICAȚII ÎN PATOLOGIE Primii agenți etiologici recunoscuți ai bolilor infecțioase au fost bacteriile cu perete integru, care îndeplineau postulatele clasice ale lui Koch, asftel că legătura cu o anumită boală nu a fost greu de realizat Multă vreme microbiologii au îmbrățișat ideea că fiecare specie bacteriană are doar o singură formă foarte simplă (cocoidă, bacilară, spiralată sau filamentoasă) De-a lungul timpului, dezvoltarea tehnologică a evidențiat un continuum al agenților microbieni (de la virusuri până la protozoare), fiecare cu o mare diversitate și în continună 1032 schimbare Interacțiunea acestor microorganisme cu organismul gazdă poate determina inducția sau represia anumitor caracteristici individuale Expresia clinică a prezenței unui microorganism într-un organism gazdă depinde de vulnerabilitatea genetică a gazdei, de particularitățile factorilor de mediu și de numărul și localizarea acestor consorții Clinicianul care este conștient de acest scenariu ar trebui să cântărească și să definească relațiile dinamice care au determinat boala pacientului In ultimele decade a crescut procentul persoanelor imunocompromise Viața acestor persoane este prelungită prin terapie cu hormoni, antibiotice, citostatice, imunosupresante care interferă cu procesele metabolice ale bacteriilor în aceste condiții nu ar trebui să ne surprindă apariția in vivo a bacteriilor pleomorfe, dormande sau mutante care determină boli persistente Mecanisme posibile ale reactivării infecțiilor cu bacterii dormande ar putea fi disfimcții imune tranzitorii (care pot fi cauzate de stresuri severe emoționale sau psihice), coinfecția cu un alt microorganism care poate altera relația stabilită între gazdă și bacteria dormandă Virulența formelor L a fost demonstrată la șoareci, iepuri, maimuțe și pe culturi de celule Boala experimentală este reprodusă cu succes mai ales dacă animalele sunt imunosupresate artificial Inducția formelor L poate determina pierderea unor factori de virulență (e g , enterotoxinele stafilococice В și C ale 5 aureus) și păstarea altora: • Formele L de Clostridium tetani, C botulinum, C perfringens și C sordelii când sunt inoculate la animale de laborator continuă să-și exercite activitatea toxică specifică • Dermotoxina Corynebacterium haemolyticum a fost evidențiată și în culturile în stadiul de formă L Toxina difterică este produsă și de formele L ale C diphtheriae, deci fagul care poartă informația genetică este prezent și la bacteriile cu perete defectiv • Formele L de Vibrio cholerae produc neuraminidază • Enterotoxinele A și E sunt produse de S aureus și în stadiul de formă L • Producerea de endotoxine este de obicei mai mică la bacteriile cu perete defectiv, dar prin liza în țesuturi a formelor L se eliberează cantități mari de endotoxină cu efecte remarcabile • Sferoplaștii de Haemophilus influenzae și Bordetellapertussis produc endotoxine Alți factori de virulență și substanțe produse de bacterii cu perete defectiv sunt discutate în capitolul 39 5 Reversia la creșterea normală și identificarea De-a lungul timpului, a fost argumentată implicarea formelor L în infecții umane cu variate lorcalizări (tabelul 39-1) Tabelul 39-1 Infecții determinate de bacterii cu perete defectiv Tipul infecției Argumente pentru susținerea semnificației clinice Infecții ale tractusului urinar Pielonefrita cronică (PNC) - Piurie, hematurie cu „uroculturi sterile"; - Antigene bacteriene depistate în secțiunile renale și în „urinile sterile" prin imunfluorescență: - Identificarea formelor L de Enterococcus faecalis într-un caz de PNC; infecția a fost înlăturată cu ajutorul asociației: ampicilină+eritromicină (!); - Izolarea repetată a formelor L din cortexul, medulara și papilele rinichilor implicați 1033 Tabelul 39-1 (continuare) Tipul infecției Argumente pentru susținerea semnificației clinice Sindromul renal Fanconi - Forme L în urină și hemoculturi (streptococi) Hematuria idiopatică - Forme L în urină (streptococi); - Rezultate terapeutice după administrarea macrolidelor Glomerulonefrită - Forme L în urină și hemoculturi (streptococi) Sindrom nefrotic - Picături de lipide („oval fat body") asociate cu forme L (în urină); - Forme L în hemoculturi (coci gram-pozitivi) Recăderi după infecții urmare - Formele L prezente în urină în timpul terapiei antimicrobiene cresc riscul recăderii Septicemii și cardiopatii Endocardite acute și subacute - Depistarea prin imunfluorescență a anticorpilor identici față de formele L în hemoculturi și pe valvele cardiace; - Microscopia electronică a evidențiat forme L în fragmentele de valvă de la pacienți cu „hemoculturi negative” Septicemii - Au fost izolate aproape toate genurile de bacterii, aerobe și anaerobe, în stadiul de formă L din septicemii și bacteriemii; - In septicemii pot să apară hemoculturi succesiv pozitive cu forme L și bacterii clasice Infecții după inserția protezelor valvulare - Fomele L pot perpetua o infecție contractată în timpul inserției valvei artificiale Uneori aceste bacterii sunt sensibile in vitro la antibioticele administrate profilactic Formele L pot persita în trombi, explicând astfel de ce este uneori imposibil de tratat acești pacienți doar cu antibiotice și adesea este necesară înlocuirea protezei infectate Reumatism articular acut - în RAA producția masivă de anticorpi se datorează persistenței bacteriei, chiar după ce pacientul pare să se fi vindecat; - Titruri ridicate de anticorpi față de formele L de streptococi în 76 % din cazuri în faza acută a bolii Pe parcursul bolii persistă ambele antigene ale formelor L și clasice; - Antigenul major din complexele imune circulante din RAA sunt antigenele formelortL de streptococ de grup A; - Studii experimentale (culturi de celule și animale de laborator) au demonstrat că formele L pot invada și distruge celulele cardiace; - Forme L ale S pyogenes au fost depistate în articulațiile inflamate ale copiilor cu RAA; - în sângele pacienților cu scarlatină au fost găsite formele L până în ziua a 7-a după debutul bolii, iar terapia cu penicilină nu a prevenit dezvoltarea formelor L circulante 1034 Tabelul 39-1 (continuare) Tipul infecției Argumente pentru susținerea semnificației clinice Forme L în trombi - A fost demonstrată prezența formelor L in câteva din bolile tromboembolice clasice; - La un pacient cu tromboflebită au fost găsite forme L în LCR, trombi și sânge; - Unele din microorganismele asociate cu infecțiile trombilor au demonstrat in vitro interferență cu proprietățile anticoagulante ale heparinei Aceasta poate explica de ce administrarea antibioticelor poate reduce necesarul de heparinâ Meningite - Au fost depistate în LCR forme L ale multor genuri bacteriene: Escherichia, Neisseria, Nocardia, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus Osteomielite și artrite - Formele L joacă un rol important în multe afecțiuni reumatologice în artitele acute au fost depistate forme L de gonococi, micobacterii, clostridii salmonele și corinebacterii; - Doar forme L ale stafilococilor au fost depistate în unele cazuri de osteomielite cronice și recurente Sarcoidoză - Forme L pleomorfe acido-rezistente au fost demonstrate în frotiurile de țesuturi din sarcoidoză și cultivate pe medii pentru bacterii cu perete defectiv Izolatele sunt patogene pentru șoareci și hamsteri imunosupresați, determinând granuloame, diferite de cele din tuberculoză Boala Whipple - Determinată de un alt microorganism greu de cultivat: Tropheryma whipplleii, seamănă cu formele intracelulere atipice descrise în sarcoidoză Infecții cu micobaterii - De la începuturile bacteriologici au fost studiate formele pleomorfe și filtrabile ale M tuberculosis în culturi, infecții umane și experiementale pe animale; - Formele L de micobaterii au fost evidențiate cu ajutorul colorației Kinyoun în LCR, lichid pleural și spută La pacienții febrili, infecțiile cu micobacterii, indiferent de situsul de infecție, de obicei sunt însoțite de bacteriemii cu forme L Infecții cu spirochete - Genurile Borrelia, Leptospira și Treponema se caracterizează prin dezvoltarea unor forme chistice mari, care studiate cu ajutorul microscopiei electronice, seamănă cu formele L în multe aspecte; - Formarea de mici granule este bine documentată pentru toate genurile de spirochete Dacă aceste forme sunt infecțioase, este încă un subiect controversat Transformarea acestor granule în forme spiralate a fost descrisă pentru aproape fiecare specie; - Identificarea formelor aberante cu ajutorul anticorpilor marcați cu fluorocrom 1035 Tabelul 39-1 (continuare) Listeria monocytogenes - Studiile serologice arată că L monocytogenes este larg răspândită în Europa și SUA, totuși încercările de cultivare a bacteriei în cazurile suspecte de boală sau de la purtători sunt adesea sortite eșecului; - Un studiu a arătat că la copii cu meningite și encefalite nediagnosticate pot apare leziuni cerebrale permanente Clinicienii care au ținut cont de prezența formelor L au îmbunătățit diagnosticul și terapia etiotropă Hemopatii maligne - în 2001 P Woo et al au evidențiat că aproximativ un sfert din „hemoculturile negative” recoltate de la pacienții febrili neutropenici sunt determinate de bacterii cu perete defectiv Infecții oculare - în ultimii 20 de ani formele L au fost comunicate în cazuri de uveite, inflamații cronice ale orbitei Infecții cu fungi - Au fost identificate forme L de Candida albicans Blastomyces dennatiditis, Histoplasma capsulatum în infecțiile umane, demonstrând astfel potențialul lor patogen 39 3 CARACTERE DE CULTIVARE Medii utilizate pentru izolarea formelor L • Mediul M 70 Este un mediu excelent pentru cultivarea formelor L ale multor specii, inclusiv microaerofile, din hemoculturi - Bulion cord creier Difco 25 g - Amidon solubil Difco 0,5 g - Agar purificat sau agar Noble 0,5 g - Apă de robinet 900 mL După dizolvarea componentelor, se ajustează la pH 5,5 cu HCI și se toarnă câte 9mL mediu în eprubete cu diametru de 15 mm Se autoclavează 15 min la 121 °C și se păstrează la 4°C înainte de inoculare se adaugă la fiecare tub 1 mL din soluția 10% de extract de levură autoclavată Extractul de levură trebuie refrigerat cel puțin o zi înainte de utilizare Uneori extractul de levură poate conține colonii de forme L moarte sau alte artefacte Acestea pot fi îndepărtate prin filtrare (filtre cu diametrul de 22 pm) , Se însămânțează 0,1 mL din sângele pacientului recoltat pe anticoagulanil Incubarea se face cu agitare viguroasă la 35-37°C Creșterea formelor L este așteptată în 2-3 zile La acest mediu trebuie adăugată 10% zaharoză pentru subcultură altor genuri în afară de Mycobacterium ' • Mediul pentru hemoculturi „Rosner” - Bulion Brucella (Phizer) 45 mL/flacon - Liquoid (polianetol sulfonat de sodiu) în concentrație finală de 0,05% - Zaharoză în concentraței finală de 30% Poate fi folosit și pentru izolarea formelor L din plăgi și lichid pleural 1036 • Mediile lui Domingue pentru izolarea formelor L din sânge și urină Mediul cu bulion - Infuzie cord-creier (Difco) 37 g - Extract de levură (Difco) 5 g - Zaharoză (Baker) 100 g - Apă distilată 960 mL Mediul agarizat - Mediul cu bulion plus agar (Difco) 12g/L (la 960 mL apă distilată) Bulionul B9 - Bulion tripticază soia (Difco) 30 g ' - NaCI (Baker) 2 g - Extract de levură (Difco) 10 g - Apă distilată 960 mL Agar B9 - Bulion B9 plus 10 g agar (la 960 mL apă distilată) • Mediul MPM Acest mediu este folosit pentru izolarea spirochetelor - Apă de robinet 1000 mL - Dextroză lOg - NaCI 10 g - Fosfat dipotasic 4g - Thioglicolat de Na 1 g - Agar purificat 1 g - Zaharoză 100 g - Amidon solubil 5g Se autoclavează 15 minute la 120°C Se refrigerează cel puțin 24 de ore înainte de utilizare • Mediul cu galactoză Adăugarea de 1% D-galactoză este superioară zaharozei în izolarea formelor L de bacterii și Candida din hemoculturile pacienților care au primit deja antibioticoterapie Formele L cresc în subcultură când sunt diluate 10'12 în prezența galactozei, și doar la diluția 10-4 în absența acestui carbohidrat Particularități ale mediilor de cultură 1 Vârsta mediului’, este de dorit ca mediile să fie mai vechi de 5 zile înainte de adăugarea suplimentelor și utilizare 2 Apa-, poate fi utilizată apă de robinet (conține sărurile necesare) sau apă distilată în distilator de sticlă 3 Anaerobioza: unele variante ale formelor L izolate din produse patologice își pot pierde toleranța la oxigen, necesitând condiții de anaerobioza (e g, S aureus, P mirabilis) 4 pH-ul\ 5,5-6 pentru majoritatea bacteriilor; 7,8 pentru Listeria monocytogenes 5 Medii solide vesus lichide: formele L stabile de S aureus care cresc pe medii solide cu 0,85% NaCI pot necesita 2% NaCI pentru propagarea în mediu lichid Aceste modificări se aplică și pentru alte substanțe care cresc osmolaritatea mediului 6 Microorganismele izolate din hemoculturi adesea preferă sângele ca sursă dc nutrienți, în locul oricărui alt mediu comercial 1037 39 4 CARACTERE MICROSCOPICE Fixarea și spălarea frotiurilor Literatura menționează că marea majoritate a formelor L nu pot fi fixate prin căldură, deoarece aceasta le distruge morfologia După fixarea chimică, unele microcolonii pot fi îndepăratate prin spălare Este recomanadat să se examineze înainte un preparat umed pentru a știi ce anume trebuie văzut în cel fixat și colorat Ca fixativ, formalina 10% poate fi superioară metanolului Adăugarea unei picături de acetonă și apoi evaporarea frotiului, poate constitui o excelentă conservare a morfologiei microorganismelor, dar distinge hematiile Pentru amănunte privind colorațiile uitilizate consultă capitolul 42 Datele din literatură menționează că au fost izolate aproape toate genurile de bacterii, aerobe și anaerobe, în stadiul de formă L din septicemii și bacteriemii în experiența noastră am obținut reversia pentru următoarele categorii de bacterii: coci gram-pozitivi (fig 39-3), bacili gram-pozitivi (difterimorfi și actinomicete) (fig 39-4) bacili gram-negativi (fig 39-5) și cocobacili gram-negativi (fig 39-6), bacterii anaerobe (fig 39-7) 39 5 REVERSIA LA CREȘTEREA NORMALĂ ȘI IDENTIFICAREA 39 5 1 Metode de reversie Domingue GJ et al au arătat că în majoritatea situațiilor reversia apare după 1 sau 2 pasaje pe mediile de reversie: flacoane cu volume egale din mediul cu bulion cord-creier și B9 (bulion tripticază-soia) cu sau fără 5% ser de cal în unele situații reversia poate apare după repicarea culturii în bulion, în plăci cu geloză-sânge în studiul infecțiilor sistemice realizat în perioada de 2001-2006 la Centrul de Cardiologie din Iași pentru hemoculturi am utilizat sistemul difazic Hemoline Performance Duo bioMerieux Dacă în 48 de ore nu a apărut o creștere evidentă macroscopic a hemoculturilor de pe mediile difazice am realizat repicaje „oarbe” pe agar Columbia cu 5% sânge, pe agar Sabouraud cu 4% dextroză și microscopia fluorescentă prin colorație cu acridine-orange în cazul depistării microscopice a formelor L, am subcultivat hemoculturile pe „mediul 1” (infuzie cord-creier - 3,7g, extract de levură - 0,5g, NaCl - 0,2g, apă distilată - lOOmL): ImL din hemocultura omogenizată a fost adăugat la cei 10 mL mediu de reversie lichid Subcultivările din mediul 1 au fost realizate la 48-72 de ore pe „mediul 2”: 200pL/eprubetă (bulion tripticază soiâ - 3g, extract de levură - 0,2g, zaharoză - lOg, agar - 0,05g, apă distilată - 87mL) și pe medii solide (agar Columbia-chocolat cu 0,2% NaCl), cu incubare la 37°C Subcultivarea formelor L, până la reversie, am urmărit-o stereomicroscopic Am urmărit cultivarea pe -mediile de reversie între 3 și 4 săptămâni, macroscopic și la stereomicroscop (fig 39-8) în general, reversia apare mai rapid la formele L induse in vitro (e g , forme L ale unor contamianți) față de formele L apărute spontan in vivo, cultivate din diferite situsuri de infecție în studiul realizat, am obținut doar 54,74% revertanți din formele L cultivate din infecții sistemice, astfel că, pentru microbiolog 1038 Doar reversia microscopică a formelor L bacteriene izolate în hemoculturi am constat-o la 2 pacienți în ambele situații, concomitent cu episodul bacteriemic, am izolat de la nivelul tractusului respirator inferior Acinetobacter baumannii (fig 39-9) respectiv Pseudomonas aeruginosa (fig 39-10) In cazul pacientului cu Pseudomonas aeruginosa flacoanele de hemocultură prezentau creștere în peliculă la suprafața mediului, peliculă care s-a dovedit a fi oxidazo-pozitivă, iar microscopic alături de forme L se observau bacili fini gram-negativi, însă nu am obținut creșterea pe mediile de cultură solide O posibilă explicație a acestor 2 situații particulare ar putea fi următoarea: concentrația de antibiotic activ este mai crescută în sânge față de focarele de infecție (excepție tractus urinar și biliar), fie din cauza insuficientei penetrări a barierelor sânge-țesut (în cazul nostru bariera hemato-bronho-alveolară), fie din cauza prezenței puroiului și țestului necrotic Din aceste motive bacteriile infectante ale acestor pacienți au apărut în formă L în hemoculturi (concentrație crescută de antibiotic) și au rămas cu creștere normală în exsudatul traheal (concentrație de antibiotic mai mică) Recunoașterea fungilor cu perete defectiv în produsele patologice reprezintă o provocare deoarece în majoritatea cazurilor bacteriile cu perete defectiv apar ca sfere înmugurite sau ca „pseudohife” ramificate Spre deosebire de formele L bacteriene, fungii în stadiul de formă L pot dezvolta corpi L gigantici (mai mari decât cei ai bacteriilor), sau minuscule hife însoțite de înmuguriri ovoidale sau triunghiulare care au tendința la dizolvare în colorația Gram Dacă colorația reușește, formațiunile rămân gram-negative până Ia reversia completă Fungii cu perete defectiv cultivă doar pe medii pentru microorganisme cu perete defectiv în experiența noastră am întâlnit o situație particulară în cazul unui pacient diagnosticat cu endocardită infecțioasă determinată de Candida albicans Levură a fost izolată din sânge și din fragmentul de valvă După comunicarea izolatului din hemocultură, pacientului i s-a administrat fluconazol, conform antibiogramei, iar 3 seturi de hemoculturi recoltate ulterior au izolat bacterii cu perete defectiv ireversibile la forma de creștere normală Frotiurile efectuate din mediile de reversie au evidențiat levuri (fig 39-11), însă acestea nu au crescut pe medii solide, astfel că nu am putut efectua identificarea și nici antibiograma lor 39 5 2 Particularități întâlnite în identificarea unor revertanti Datele din literatură arată că în general formele L păstrează caracterisiticile antigenice, biochimice și metabolice ale tulpinii parentale însă, bacteriile cu perete defectiv izolate din produse patologice, pot prezenta variații ale biotipurilor și antibiotipurilor, produse probabil prin mutații favorizate mai ales la pacineții cu infecții cronice în experiența noastră am întâlnit o tulpină de Staphylococcus aureus lipsită de coagulază liberă (identificată în sistemul miniApi), revertanți cu spectrul biochimic diferit de tulpinile parentale (teste biochimice diferite ale revertanților din hemoculturi față de tulpinile izolate din focarele bacteriemice) și tulpini cu sensibilitatea modificată la antibiotice, față de tulpinile parentale, cazuri similare fiind citate și în literatură 1039 39 5 2 1 Afinitatea tinctorialâ Colorația Gram poate fi utilă în identificarea formelor L în unele situații formele L ale bacteriilor gram-pozitive pot apare gram-negative, mai ales în stadiul de polimorfism extrem Frotiurile de la marginea microcoloniilor pot arăta adevărata afinitate tinctorialâ Adesea se pot evidenția coci gram-pozitivi, însă fără putea diferenția streptococii de stafilococi în diagnosticul bacteriemiilor cu forme L ne-am confruntat cu polimorfismul extrem al formelor L, care a impus, ocazional, diferențierea de trombocite (examinare comparativă a frotiurilor colorate May Griinwald Giemsa, Gram și PAS din sângele periferic și hemoculturi) (fig 39-12) Această problemă tehnică a fost înlăturată prin utilizarea colorației fluorescente cu acridine-orange, care este specifică pentru ADN-ul bacterian și fungic (fig 39-13) 39 5 2 2 Caracteristici biochimice: • Catalaza: poate fi testată direct pe placa cu microcolonii sau din mediul de reversie, înainte de testarea mediile sterile trebuie verificate pentru evitarea unor reacții fals pozitive Depune o picătură din soluția de peroxid de hidrogen 10%v/v pe placa cu microcolonii sau prelevă o picătură din mediul de reversie și suspensioneaz-o într-o picătură de apă oxigenată Apariția imediată a bulelelor de gaz indică o reacție pozitivă • Oxidaza: prelevă o picătură din mediul de revesie sau direct din hemocultură și depune-o pe o hârtie de filtru impregnată cu reactiv pentru reacția oxidazei (dimetil parafenilen diamină) • Coagulaza liberă: depune 1 cm2 din placa de agar pe care au cultivat formele L în 2 mL soluție 2% de fibrinogen în ser fiziologic steril Formarea unui cheag după incubarea peste noapte la 37°C arată prezența coagulazei libere Flaconul martor negativ conține mediu steril în 2ml soluție de fibrinogen Plasma integrală este nesatisfăcătoare • Utilizarea galeriilor API, Procedura de inculare direct din hemocultură sau din mediul de reversie: - Agită blând hemoculturile pozitive cu forme L; - Lasă în repaus hemocultură pentru sedimentarea hematiilor; - Prelevă 3mL din supematant și ajustează la pH 7 cu soluție de NaOH 0,2 N sterilă; - Inoculază galeria; - Acoperă cu ulei de parfină cupulele indicate de manualul de utilizare; - Incubează 24 ore, dacă nu apare nici o reacție pozitivă preluingește incubarea încă 24 ore ; • Aglutinarea și heinaglutinarea: utilizate pentru identificarea formelor L din hemoculturile pacienților cu tuberculoză și din cele ale pacienților cu meningită pneumococică Serurile imune specifice aglutinează formele L stabile de gonococi și tipează formele L de Vibrio holerae Alte metode care pot fi utilizate pentru identificarea formelor L: imunfluorescență electroforeză în gel, ELISA, PCR, hibridizarea acizilor nucleici, gaz cromatografîe, imunoelectronomicroscopie 1040 Fig 39 1 Variante de creștere ale bacteriilor cu perete defective: preparate umede din hemoculturi, colorate cu acridine orange, 400x Corp „L“ Vacuole Forma levurica Fig 39 2 Forme L in leucocite, colorația acridine orange, 400x Fig 39 3 Streptococcus oralis: frotiu din hemocultură, colorația Gram, lOOOx Fig 39 4 Actinomyces pyogenes: A Frotiu din hemocultură, colorația Gram, lOOOx; B Microcolonie, 30x; C Frotiu din microcolonie, colorația Gram, lOOOx Fig 39 5 A Frotiu din hemocultură, colorația Gram, lOOOx; B Frotiu din cultură, colorația Gram, lOOOx Fig 39 6 Haemophilus aphrophilus' A Frotiu din hemocultură, colorația Gram, lOOOx; B Mediul de reversie 2; C Frotiu din mediul de reversie 2, colorația Gram, lOOOx Fig 39 7 Capnocitophaga spp: A Frotiu din hemocultură, colorația Gram, lOOOx; B Microcolonie, 40x; C Frotiu din microcolonie, colorația Gram, lOOOx В Fig 39 8 A Microcolonie, Юх; B Microcolonie, 50x; C Frotiu microcolonie, colorația Gram, lOOOx Fig 39 9 „Acinetobacter baumanii “ A Frotiu din hemocultură, colorația Gram, lOOOx; B Creșterea pe mediul de reversie 2; C Frotiu din mediu de reversie 2, colorația Gram, lOOOx ’ Fig 39 10 „Pseudomonas spp“ A Frotiu din hemocultură, colorația Gram, lOOOx; B Creșterea pe mediul de reversie 2; C Frotiu din mediu de reversie 2, colorația Gram, ' ' lOOOx ’ Fig 39 11 „ Candida albicans “A Frotiu din hemocultură, colorația cu acridine orange, 400x; B Mediile de reversie 2; C Frotiu din mediu de reversie, colorația Gram, lOOOx Fig 39 12 Microscopie cu mărire de 1 OOOx; A Frotiu din hemocultură, colorația Gram; B Frotiu din sânge periferic colorația Giemsa; C Frotiu din hemocultură, colorația PAS; D Frotiu din sânge periferic, colorația Gram Fig 39 13 Frotiu din hemocultură, colorația acridine orange, 400x; A Forme L, săgețile Indică PMN; B Coci; C Bacili; Fig 39 14 Abiotrophia; A Hemocultură din 23 02 2005: frotiu colorat Gram (lOOOx) -forme L după 5 zile de incubare; B Hemocultură din 24 02 2005: frotiu colorat Gram (lOOOx) bacterii cu creștere normală după 24 ore de incubare; C Hemocultură din 23 03 2005: frotiu colorat Gram (1 OOOx) forme L ireversibile (ampicilină); D Subcultura pe Columbia-sânge, creștere observată după 24 ore de incubare; E Frotiu colorat Gram din subcultură (lOOOx); F Secțiune histopatologică prin valvă mitrală (Piesă necropsică), Colorație Brown și Brenn (lOOOx) 39 6 INIȚIEREA ȘI GHIDAREA TERAPIEI ANTIMICROBIENE A INFECȚIILOR DETERMINATE DE BACTERII CU PERETE DEFECTIV Formele L ridică numeroase probleme terapeutice în general, antibioticele care inhibă sinteza peretelui bacterian sunt inofensive asupra formelor L Antibioticele care inhibă sinteza proteică, inhibă formele L, dacă tulpina parentală este sensibilă Există numeroase excepții: antibiotice care inhibă tulpina parentală pot fi tolerate de formele L (e g , tetraciclină) sau invers, antibiotice față de care tulpina parentală este rezistentă pot inhiba formele L (e g , eritromicină este unul dintre cele mai bune antibiotice utilizate în terapia infecțiilor cu forme L: inhibă formele L de la multe specii, chiar dacă tulpina parentală este rezistentă la eritromicină) Pe de altă parte, sensibilitatea formelor L în cultură nu corespunde întotdeauna răspunsului din culturile de celule Sunt propuse următoarele explicații: (i) incapacitatea antibioticelor de a străbate peretele bacterian al tulpinii parentale (e g , Proteus mirabilis) (ii) pierderea unor plasmide de rezistență Celulele cardiace și fibroblaștii protejează formele L ale streptococilor, fiind necesară o cantitate de aproximativ de 50x mai mare de eritromicină, lincomicină sau tetraciclină față de cea necesară pentru înlăturarea bacteriilor extracelulare în terapia infecțiilor determinate de forme L, o atenție deosebită trebuie acordată rifampicinei, deoarece are o foarte bună penetrebilitate intracelulară; însă folosită în monoterpie dezvoltă rezistență secundară Adesea terapia trebuie direcționată atât împotriva formelor L cât și a tulpinii parentale (tabelul 39-2) ' ' Tabelul 39-2 Răspunsul terapeutic al infecțiilor cu forme L Ia administrarea antibioticelor Microorganismul sau/și afecțiunea determinată Antibiotice indicate Observații Boala Croim Rifabutin și streptomicină Cryptococcus neoformans Amfotericină В Meningite determinate de Streptococcus pneumoniae Penicilină+cloramfenicol Pneumonie interstițială Rifampicină Listeria monocytogenes Cloramfenicol și tetraciclină Infecții urinare determinate de • E coli • Proteus • Klebsiella Nitrofurantoin Ampicilină (5 zile), apoi eritromicină (10 zile) Acid nalidixic (10 zile) Eritromicină 10 zile Rezistență la tetracilină, cloramfenicol, sulfonamide Uroculturi negative timp de 6 luni Uroculturi negative timp de 7 luni Meningite determinate de Pseudomonas aeruginosa Ampicilină+keflin Staphylococcus aureus Abcese Artrite acute Fibroză chistică Infecții ale tractusului urinar Cloramfenicol Sensibil in vitro la keflin, eritromicină, tetracilină, novobiocină Eritromicină Eritromicină 10 zile Au existat recăderi Rezistență la meticilină poli- mixină В Rezistență la keflin Uroculturi negative timp de 4 luni 1041 Tabelul 39-2 (continuare) Microorganismul sau/și afecțiunea determinată Antibiotice indicate Observații Staphylococcus epidermidis Meticilină Rezistență la penicilină Streptococcus spp Infecții ale tratusului urinar Septicemie Cloramfenicol +/- spiramicină Rezistență la mandelamină, kanamicină Rezistență la penicilină, streptomicină, tetraciclină Streptococcus sanguis Endocardită Eritromicină+keflin Rezistență la doze masive de penicilină, vancomicină Streptococ viridans Endocardită Eritromicină+keflin Rezistență la penicilină, tetraciclină Streptococcus și Staphylococcus Hematurie idiopatică Macrodantin Meningită determinată de microorganisme neidentificate Mega doze de penicilină Endocardite Cloramfenicol+tetraciclină Rezistență la penicilină Boala Whipple Ampicilină+cloramfenicol, eritromicină, ceftriaxonă, tetraciclină (2 luni până la 3 ani), tetra-ciclină+penicillină+ streptomicină (3 săptămâni), penicilină+ streptomicină (3 săptămâni) Unele studii au avut eșec terapeutic cu tetraciclină în viitor, ar trebui să ne propunem eradicarea ambelor populații de bacterii, cu perete defectiv și cu perete integru, și să observăm dacă această abordare modifică rezultatul bolii Schemele terapeutice ar trebui să cuprindă combinații de antibiotice bactericide și bacteriostatice, asemănătoare schemelor din tuberculoză Fără utilizarea antibioticelor care să înlăture ambele variante ale populațiilor bacteriene, implicarea formelor L în patogeneză ar rămâne nedemonstrată 39 7 ROLUL LABORATORULUI Datele din literatură susțin că atunci când un pacient infectat devine febril, patogenul poate circula în sânge în stadiul de formă L, indiferent de situsul de infecție Implicarea formelor L în patologia infecțioasă rămâne încă o problemă controversată De asemenea, ciclul de viață al formelor L rămâne încă o problemă în curs de clarificare Deoarece izolarea bacteriilor cu perete defectiv, din situsurile de infecție este dificilă, iar bolile experimentale determinate de aceste microorganisme sunt greu de reprodus, se consideră că formele L nu îndeplinesc în întregime primul și al treilea postulatul lui Koch, mulți microbiologi nu sunt convinși de capacitatea lor de a produce leziuni gazdei, însă, postulatele lui Koch nu au putut fi aplicate inițial nici holerei, leprei sau hepatitelor, în ciuda evidențelor indirecte că aceste boli aveau origine infecțioasă în această situație mult mai precaut ar fi să luăm în considerare posibilitatea că formele L pot produce boli prin mecanisme care nu sunt încă complet înțelese 1042 în aceste condiții ar trebui să comunicăm sau nu prezența formelor L în diferite produse patologice? în practică ne-am confruntat cu mai multe situații: 1) De la un pacient cu insuficiență mitrală și suspiciunea de endocardită infecțioasă, au fost recoltate 2 seturi de hemoculturi în care microscopic am observat bacterii cu perete defectiv, însă rezultatul a fost comunicat „absența creșterii” Pacientul a fost externat, fără să primească antibioticoterapie După 3 săptămâni la examenul ecocardiografic au fost depistate noi vegetații endocardice și perforația valvei mitrale, iar cele 3 seturi de hemocuturi recoltate au izolat bacterii cu perete defectiv al căror revertant a fost Cellulomonas spp S-a instituit terapia cu vancomicină și după o lună pacientul a fost transferat la chirurgie pentru protezarea valvei mitrale 2) O altă pacientă cu insuficiență mitrală a fost internată cu suspiciunea de endocardită infecțioasă, s-au recoltat 4 hemoculturi în interval de 48 ore, înainte de instituirea antibioticoterapiei Prima hemocultură a izolat forme L, al căror revertant a fost Abiotrophia spp, iar următoarele 3 hemoculturi, bacterii cu perete normal Pacienta a fost tratată cu ampicilină (conform antibiogramei), iar hemoculturile ulterioare au evidențiat forme L stabile Starea pacientei s-a agravat și a decedat Pe secțiunea histopatologică prin valva mitrală (piesă necropsică), cu ajutorul colorației Brown și Brenn am observat forme L și bacterii cu creștere normală (fig 39-14) 3) O pacientă cu suspiciunea de endocardită infecțioasă și tratată empiric cu ceftriaxonă, în cele 3 seturi de hemoculturi recoltate am evidențat forme L, ireversibile la forma de creștere normală După comunicarea rezultatului hemoculturilor tratamentul pacientei a fost schimbat cu glicopeptid+B-lactamină, conform indicațiilor din literatură Sub această terapie starea clinică a pacientei s-a îmbunătățit și a fost externată 4) în alte situații, terapia episodului bacteriemie a dus la rezolvarea simptomatologiei de la poarta de intrare O pacientă diagnosticată cu leucemie granulocitară cronică, în perioada de recădere blastică a prezentat semne și simptome de pneumonie bazală dreaptă A fost prelevată o probă de spută și inițiată antibioticoterapia cu gentamicmă+B-lactamină Microscopia și sputocultură nu au evidențiat nici un patogen cu semnificație clinică Sub antibioticoterapia empirică starea pacientei s-a agravat și a prezentat sindrom febril prelungit, motiv pentru care a fost recoltată o hemocultură, care a izolat Nocardia spp, provenită prin revesia formei L inițiale Terapia pacientei a fost schimbată cu o asociere formată din biseptol+macrolid, iar starea clinică s-a ameliorat, la fel și seninele și simptomele pulmonare 5) Pe de altă parte, - forme L neviabile pot fi întâlnite în toate mediile de cultură (provenite probabil din apa distiliată), de aceea culturile trebuie urmărite în dinamică pentru a observa multiplicarea formelor L (e g , examenul microscopic al repicajelor din hemoculturi la 48 ore și 5 zile) Observarea unui număr foarte scăzut de forme L într-o hemocultură fără multiplicare ulterioară sunt considerate normale și nu ar trebui comunicate; - frotiurile trebuie examinate cu mare atenție pentru a nu confunda formele L cu diferite artefacte Pentru această diferențiere foarte utilă este examinarea preparatelor cu acridine orange; - formele L prezente în cursul terapiei antimicrobiene, cu negativarea ulterioară a hemoculturilor și normalizarea răspunsului inflamator, pot fi considerate stadii evolutive ale bacteriilor în cursul antibioticoterapiei 1043 Ar trebui dezvoltate metode mai sigure și mai reproductibile pentru izolarea și identificarea formelor L Multe din tehnicile utilizate astăzi în mod curent sunt metode clasice din secolul trecut, metode fastidioase care nu mai satisfac necesitățile medicinii de astăzi Sunt necesare studii clinice care să cuprindă: - evidențierea formelor L în diferite produse patologice; - identificarea acestora prin metode moleculare rapide; - urmărirea în dinamică a răspunsului inflamator al gazdei; - antibioticoterapie care să înlăture ambele variante ale populațiilor bacteiene Este de dorit ca medicii clinicieni, nemulțumiți de repetatele culturi negative la pacienții cu evidente semne de infecție, să încurajeze laboratorul de microbiologie clinică să-și extindă posibilitățile de diagnostic, astfel încât să poată fi apreciată corect importanța acestor microorganisme fastidioase în patologia infecțioasă actuală BIBLIOGRAFIE SELECTIVĂ 1 MATTMAN L H (2001) Cell wall deficient forms Stealth Pathogens CRC Press, 3rd ed 2 ONWUAMAEGBU ME, RA BELCHER, SOARE C (2005) Cell Wall-deficient Bacteria as a Cause of Infections: a Review of the Clinical Significance J Int ЛѴ\;33( 1): 1-20 3 WOO P Z WONG S Z, LUM P N et al (2001) Cell-wall-deficient bacteria and culture negative febrile episodes in bone-marrow-transplant recipients The Lancer, 357 (675-679) 4 McLAUGHLIN R W , HOJATOLLAH V, LAU P C et al (2002) Are there Naturally Occuring Pleomorphic Bacteria in the Blood of Healthy Humans? J Clin Microbiol', 40 (12): 4771-4775 5 DOMINGUE G J, WOODY H В (1997) Bacterial Persistence and Expression of Disease Clin Microbiol Rev; 10 (2): 320-344 6 KES AVAN C, JOYEE A G (2005) 5-Fluorouracil Altered Morphology and Inhibited Growth of Candida albicans J Clin Microbiol; 43 (12): 6215-6216 7 GAIGINSCHI A, TEODOROVICI Gr et al (1951) Acțiunea bacteriostatică a tricloriodpiridinei in vitro St Cerc Șt Acad PRP Filiala Iași, 102 8 NIȚULESCU I, GAIGINSCHI A et al (1952) Acțiunea bacteriostatică a doi derivați pridinici (tricloriodpiridina și tricloriod-diclomiacina) Cerc Acad RPR, București, t 2, Nr 3-4 9 GAIGINSCHI A et al (1965) Revenirea patogenității unei tulpini de micobacterii trecute prin ciclul L Rev Med Chir (Iași), Nr 4 Partea а ѴІ-а MEDII DE CULTURĂ TESTE DE IDENTIFICARE COLORAȚII DILUANȚI 40 MEDII DE CULTURA MEDII DE TRANSPORT ȘI CONSERVARE (ALEXANDRU RAFILA*) 40 1 GENERALITĂȚI 40 1 1 Criterii de clasificare 40 1 2 Proveniența mediilor de cultură 40 1 3 Cauze de eroare 40 1 4 Controlul de calitate 40 1 4 1 Medii preparate în laborator 40 1 4 2 Medii livrate gata pentru utilizare 40 1 4 3 Controlul sterilității 40 1 4 4 Controlul calităților 40 1 4 5 Controlul calităților nutritive: medii agarizate și medii lichide 40 1 4 6 Controlul eficienței mediilor selective în prezentare alfabetică: 40 2 MEDII DE TRANSPORT 40 3 MEDII NUTRITIVE DE BAZĂ Șl MEDII ÎMBOGĂȚITE PENTRU UZUL GENERAL 40 4 MEDII DE IZOLARE ȘI MEDII DE ÎMBOGĂȚIRE UT1LZATE ÎN MICROBIOLOGIA CLINICĂ 40 5 MEDII PENTRU TESTAREA SENSIBILITĂȚII LA ANTIBIOTICE 40 6 MEDII PENTRU CONSERVAREA BAC- TERIILOR ȘI PUNGILOR 40 1 GENERALITĂȚI 40 1 1 Criterii de clasificare Gama mediilor de cultură utilizate în microbiologia clinică s-a extins considerabil datorită: (1) creșterii numărului de entități taxonomice care trebuie izolate și identificate: (2) cunoașterii factorilor nutritivi proprii îndeosebi grupelor taxonomice nou descrise; * în colaborare cu: Veronica Alecu, Nicoleta Andrecscu, Daniela Bădescu, Dumitru Buiuc Dana Magdalena Caplan, Irina Codiță, Angela Diaconescu, Gabriel lonescu Alexandra Macovei Georgeta Mihai Nicolae Mihancea, Marian Neguț, Mircea Popa, Liviu Sicinschi, Vasilica Ungureanu Olivia Vizitiu Ana Vlădescu 1045 (3) extinderii numărului de caractere fenotipice definitorii, cerință impusă de exigențele taxonomice modeme; (4) exigențele de lucru impuse laboratoarelor de diagnostic în funcție de scopurile, de destinația utilzării, au fost propuse definiții și clasificări, în principal didactice, ale mediilor de cultură Astfel mediile pot fi: 1 în funcție de tolerabilitate: (i) Uzuale ori generale, care permit creșterea unui foarte larg număr de specii bacteriene (ii) Medii speciale, care permit creșterea unei game restrânse de specii, uneori chiar țintit pentru o singură specie 2 în funcție de scopul utilizării: (i) Medii de îmbogățire (întotdeauna lichide) pentru anume grupe de bacterii, (ii) Medii de izolare: • Uzuale, nediferențiale • Diferențiale, care diferențiază printr-un singur caracter grupe taxonomice sau tulpini • Selective, care inhibă unele grupe bacteriene favorizând multiplicarea altora Mediile selective, la rândul lor, sunt împărțite în: slab selective, moderat selective, înalt selective 3 Medii de identificare: (i) Medii test (convenționale ori microtest) (ii) medii multitest (asociate, combinate) Mediile de identificare sunt detaliate în Capitolul 41 Această împărțire are utilități în ierarhizarea utilizării mediilor de cultură în diferite etape ale diagnosticului bacteriologic și se regăsește ca atare în metodologia de izolare și identificare a fiecărui grup 40 1 2 Proveniența mediilor de cultură în prezentarea mediilor de cultură, vom utiliza o listă a mediilor mai frecvent utilizate în variantele oferite de către diverși producători, respectiv umede (lichide, gelozate) ori deshidratate în trecut majoritatea laboratoarelor de microbiologie își preparau mediile proprii din ingrediente de bază conform unor rețete bine cunoscute în prezent aceste proceduri sunt în general părăsite și se apelează la producători industriali pentru: • Medii deshidratate, care necesită numai adăugarea de apă pentru reconstituire, condiționarea și sterilizarea în vederea utilizării în această situație o parte din responsabilitatea controlului, de calitate revine producătorului • Medii deshidratate cu aditivi în cazul cărora condițiile de creștere ale unor bacterii pretențioase sunt realizate prin adăugarea unor suplimente în momentul preparării mediului (sânge, ser, alți factori de creștere, amestecuri selective) • Medii gata pentru utilizare condiționate în plăci sau tuburi, situație în care controlul de calitate revine în cea mai mare parte producătorului Componentele acestor medii variază în raport cu nomenclatorul producătorilor, dar există echivalențe între produsele principalelor firme din acest domeniu Toate mediile deshidratate trebuie reconstituite cu apă distilată sau deionizată Excepție fac mediile pentru Leptospira la care deionizarea nu este suficientă pentru 1046 că nu îndepărtează leptospirele contaminante Cele mai bune rezultate sunt obținute prin adăugarea lentă a pulberii în apă pentru a evita formarea de agregate Mediile care conțin agar trebuie rehidratate și apoi aduse la fierbere timp de 1 minut Fierberea solvă agarul și previne perioada de „lag“ a sterilizării (timpul de încălzire a materialului Ia temperatura de sterilizare) Deși bulioanele deshidratate pot fi dizolvate fără încălzire, aducerea la temperatura de fierbere previne perioada de lag a sterilizării Timpul și temperatura de sterilizare trebuie respectate conform indicațiilor producătorului sau rețetei fiecărui mediu 40 1 3 Cauze de eroare în utilizarea mediilor de cultură erorile pot ține de: • Mediu inadecvat ales sau aditiv impropriu asociat urnii mediu dat Este importantă citirea atentă a etichetelor și instrucțiunilor, mai ales când în laborator sunt aduse noi loturi de medii • Apa de calitate și în volum necorespunzătoare pentru reconstituirea mediului Apa din rețea este improprie pentru prepararea celor mai multe medii datorită în primul rând clorinării și unor impurități conținute Trebuie folosită apă distilată, apă deionizată sau apă supusă ambelor procedee • Cântărirea Balanțe calibrate corespunzător sunt necesare cântăririi materialelor deshidratate Erorile de cântărire pot modifica semnificativ compoziția prodului final • pH necorespunzător Verifică pH-ul fiecărui lor de mediu conform indicațiilor de la 43 5 Reține că pH-ul crește odată cu scăderea temperaturii De aceea pH-ul mediilor de cultură fluide trebuie determinat la temperatura camerei (~ 25 grade C) iar pentru mediile agarizate, care pot fi testate numai la 50 grade C, trebuie acceptate limite de toleranță • Condiționarea Mediile trebuie distribuite cu grijă și în condiții aseptice în plăci sau tuburi: cantitatea necorespunzătoare repartizată într-un recipient poate face mediul impropriu utilizării Volumele de medii agarizate turnate în plăci Petri variază cu diamentrul plăcii și indicațiile utilizării Astfel per placă cu diametrul de 9 cm sunt necesari: pentru uzul general 15-18 ml pentru izolarea fungilor cu creștere lentă 35-40 ml, ^pentrîPantibiograrna difuzimetrică 25 ml etc Volumele de mediu reco-'mand'ăte”pentru condiționarea în tuburi sunt prezentate în tabelul 40-1 Tabelul 40-1 Volume de mediu recomandate pentru tuburi cu variate dimensiuni în raport cu indicațiile de utilizare (în ml) Mediul și indicația Dimensiunile tubului în mm 12 x 120 16 x 160 25 x 250 10 x 250 Lichid 3 4-5 Lichid pentru hemocultură anaerobă 55-60 Pantă 2,5-3 5 Pantă și coloană 3 5-4 7 Coloană pentru înțepare 4 7 Coloană pentru izolare anaerobă 10-12 1047 • Sterilizarea corectă O cauză obișnuită de eroare la preparea mediilor o constituie sterilizarea acestora la o temperatură prea mare, prea mult timp sau ambele eventualități Prin degradarea unor constituienți, aceasta face mediul necorespunzător scopului propus • Sticlăria poate inhiba dezvoltarea unor bacterii sensibile prin pH-ul inadecvat ori reziduuri de la utilizări anterioare Spălarea corectă a sticlăriei de laborator a fost detaliată la 3 3 2 40 1 4 Controlul de calitate Orice program de control a calității mediilor de cultură trebuie să verifice sterilitatea, calitățile nutritive și, după caz, selective și diferențiale 40 1 4 1 Medii preparate în laborator Rețeta și modul de preparare trebuie să fie disponibile pentru fiecare mediu necesar Registrul de evidență trebuie să consemneze pentru fiecare mediu din stoc: producătorul, numărul de identificare a lotului, data expirării, data primirii în laborator, data deschiderii ambalajului, numele tehnicianului care a preparat și condiționat mediul, observații privind calitatea Eșantioane reprezentative din fiecare lot de medii preparate în laborator trebuie testate pentru controlul sterilității Din loturi cu până la 100 plăci sau tuburi testează 5%, dar nu mai puțin de 2 recipiente Din loturi mai mari testează 10 plăci sau tuburi luate aleator Incubarea trebuie făcută la temperatura de utilizare a mediului: timp de 48 ore, mediile pentru bacterii, ori 5 zile mediile pentru micobacterii sau fungi Dacă mai mult de 10% din plăci sau tuburi sunt contaminate, întregul lot trebuie incubat la 35°C timp de 24 ore Dacă 3% din întregul lot este contaminat, plăcile contaminate trebuie îndepărtate și durata expirării lotului se reduce la jumătate 40 1 4 2 Medii livrate gata pentru utilizare Delimitarea responsabilităților între producători și utilizatori față de controlul de calitate a unor asemenea medii nu este încă bine definită Facem câteva recomandări generale pentru utilizarea corespunzătoare a acestui tip de medii, posibil de realizat în laboratoarele de microbiologie clinică Aceste standarde se aplică mediilor utilizate pentru bacteriologie, micobacterio-logie și micologie, dar nu privesc mediile utilizate pentru izolarea paraziților virusurilor, chlamidiilor și micoplasmelor, la mediul Mueller-Hinton folosit pentru antibiograme sau la truse cu două ori mai multe componente Există o serie de medii pentru care retestarea în laborator nu ești necesară în mod curent, dacă producătorul dovedește că a îndeplinit criteriile controlului de calitate Acestea sunt următoarele: (1) Medii solide: (a) medii cu sânge pentru aerobi și anaerobi, (b) agai; Mac Conkey, (c) agar cu eozină și albastru de metilen, (d) agar cu xiloză-lizină-dezoxi-colat, (e) agar Salmonella-Shigella, (f) agar Hektoen pentru bacterii enterice, (g) agar selectiv cu colistin și acid nalidixic (aerob), (h) mediul Lowenstein-Jensen, (i) agarurile Middlebrook, (j) mediile de izolare pentru fungi (2) Medii lichide: (a) bulion cu infuzie cord-creier, (b) bulion tioglicolat (c) medii de îmbogățire 1048 Pentru aceste medii producătorii trebuie să certifice o contaminare mai mică de 5% Laboratoarele trebuie însă să retesteze anumite medii care de obicei au un procent mai mare de contaminare Acestea sunt: (a) agar pentru campylobacterii (b) agar-șocolat, (c) orice mediu folosit pentru izolarea neisseriilor patogene în afara eventualei retestări a mediilor achiziționate, toate laboratoarele trebuie să examineze noile loturi primite și să semnaleze furnizorului orice deteriorare a ambalajului care ar face posibilă contaminarea sau scurgerea mediilor lichide, modificări ale culorii sau clarității comparativ cu loturile anterioare, contaminarea vizibilă, deshidratarea sau umiditatea excesivă a mediilor agarizate în absența unor recomandări specificate de producători, plăcile și tuburile trebuie păstrate la 4°C O excepție o constituie bulionul cu tioglicolat, ca și alte medii pentru anaerobi, care trebuie păstrate la temperatura camerei și întuneric deoarece la 4°C apa care condensează pe pereții recipientelor poate reține oxigenul 40 1 4 3 Controlul calităților nutritive ale mediilor agarizate Principiu: Un nou lot de mediu este comparat cu un lot de referință din punct de vedere al detectării celui mai mic număr de UFC dintr-un inocul dat și al diametrului coloniilor Necesar: (1) Cultura tânără a unei tulpini proaspăt izolate din prelevat patologic Alege specia cu exigențe nutritive corespunzătoare mediului testat Folosește cultură în bulion sau suspensia în diluent (vezi mai jos) (2) Tuburi 16/160 mm sterile: 7 bucăți (3) Pipete Pasteur care dau constant picături de 0,02 ml (vezi 6 1 1 ): 8 bucăți (4) Diluent: apă peptonată 0,1% sterilă Câte 6 plăci din cele două medii comparate cu diametrul de 9 cm Procedura: (1) Usucă plăcile cu mediu timp de o oră la 37°C (2) Marchează cele 7 tuburi pentru diluții și pipetează în fiecare câte 45 picaturi de apă peptonată (revezi la 6 1 1 modul de lucru cu pipetele care dau constanta picături de 0,02 ml) (3) Clătește pipeta în cultura bacteriană de 10X prin aspirare-respingere (4) Pipetează 5 picături de cultură în primul tub pentru a obține diluția 10 1 și aruncă pipeta (5) Clătește de 10X o nouă pipetă în prima diluție cu precauția de a spăla de pe peretele intern al tubului orice minuscul strop depus la pipeterea anterioară (6) Transvazează 5 picături în tubul 2 și câte o picătură în sectorul corespunzător diluției 10*1 de pe fiecare din cele 6 + 6 plăci ale celor două medii comparate Aruncă pipeta (7) Procedează în același mod până obții diluția 10*7 cu transvazarea unei picături în sectoarele corespunzătoare ale plăcilor (8) Lasă plăcile nemișcate în poziție orizontală până la absorția completă a inoculului și abia după aceea incubează-le cu capacul în jos 1049 Citire și interpretare Când creșterea este evidentă: (1) Urmărește sectoarele în care s-au dezvoltat 5-20 colonii/picătură Calculează o medie a numărului de colonii/picătură luând în calcul creșterea din diluția respectivă pe fiecare din cele 6 plăci ale fiecărui mediu (2) Măsoară diametrul fiecărei colonii numărate și calculează diametrul mediu al coloniilor pe cele două loturi de mediu Dacă variația numărului de colonii este >10X diferența dintre medii este clară Dacă variația este însă Imediat după defibrinare, repartizează aseptic 5-10 ml sânge în tuburi cu capac înșurubat Conservat la 4°C poate fi utilizat până la o lună după recoltare Ideală este o sursă comercială care să garanteze calitatea sângelui livrat (sterilitatea, lipsa substanțelor antimicrobiene) 1056 Topește agarul bază și răcește în baie de apă la 50°C alătură în final recipientului cu agar în baia de apă și tubul sau fiola cu sânge pentru a le egaliza temperatura Amestecă aseptic sângele cu agarul prin agitare blândă pentru a nu forma bule de aer Toarnă mediul în cutii Petri Cantitatea de 100 ml este suficientă pentru 5-6 plăci cu diametrul de 9 cm Agar-ciocolat încălzirea sângelui rupe eritrocitele cu eliberarea de nutrienți și inactivează enzimă care degradează NADP (factorul V) din sângele de berbec Mediul este favorabil dezvoltării unor bacterii exigente cum sunt speciile de Haemophilus și pneumococi i Adaugă sânge în proporție de 5-10% la agarul bază topit și răcit la 75°- 80°C țîn baie de apă Amestecă prin agitare blândă, frecventă până ce sângele devine ciocolatiu (cca 10-15 min ) Repartizează mediul în plăci sau pante Ciocolatarea sângelui prin menținerea plăcilor cu agar-sânge la 55°C timp de 1-2 ore dă un mediu pe care Haemophilus influenzae se dezvoltă mai bine decât pe mediul încălzit la 75°-80°C Agar tripticază din soia Mediu de uz general pentru cultivarea unei largi game de bactgerii Poate fi folosit ca bază pentru agarul-sânge Digestie pancreatică de cazeină 15 g Digestie papainică din făină de soia 5 a NaCl 5 g Agar 15 g Apă distilată 1000 ml Amestecă ingredientele și încălzește, cu agitare continuă, până la fierbere pentru dizolvarea completă Ajustează la pH 7,3 Repartizează în volumele necesare Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C pentru turnare în plăci ca atare sau după suplimentare cu aditivele necesare Agar triptoză Triptoza, hidrolizat enzimatic de proteine, conferă acestui mediu calități nutritive superioare mediilor preparate numai cu infuzie de came Indicat ca bază pentru agarul-sânge la izolarea în primul rând a bacteriilor hemolitice pretențioase Triptoză 10 g Extract de came 3 g NaCl 5 g Agar 15 g Apă distilată 1000 ml Procedură de preparare și condiționare: vezi agarul tripticază soia Asicură pH-ul 7,2 Comercial: Difco, Merck, Oxoid ș a Bulion infuzie standard de carne Mediu de uz general pentru cultivarea bacteriilor nepretențioase nutritiv *Carne slabă de vită 500 g Apă 1000 ml Peptonă de calitate bacteriologică 10-20 g NaCl 5 g ‘‘Separă carnea macră de grăsime, aponevroze și tendoane Utilizează numai carnea proaspătă, necongelată Toacă prin mașină și cântărește 1057 Amestecă într-o oală de 3 litri cantitățile de came tocată și apă prevăzute în rețetă și lasă 24 ore la 4°C pentru infuzare Infuzia în acest stadiu este roșie Fierbe 30 min amestecând frecvent cu o lopățică din lemn Infuzia devine tulbure și brună din cauza coagulării proteinelor solubile și degradării hemoglobinei Lasă să sedimenteze 5-10 min îndepărtează cu o bucată de hârtie de filtru grăsimea de la suprafață Filtrează prin pânză și stoarce restul de came Infuzia în acest stadiu este clară și ușor gălbuie Completează până la volumul inițial cu apă distilată Transvazează filtratul în oala spălată între timp Amestecă separat peptona și clorura de sodiu într-o mică cantitate de infuzie până obții o pastă omogenă Adaugă această pastă la restul infuziei și dizolvă Ajustează la pH 8,0 cu soluție 10 N de NaOH și fierbe 30 min pentru precipitarea fosfaților Filtrează prin hârtie Ajustează la pH 7,4 Repartizează în recipiente convenabile și autoclavează 15 min la І2ГС Bulion infuzie cord-creier Mediu indicat pentru hemoculturi * Infuzie de cord 250,0 ml ** Infuzie de creier 200,0 ml Proteoză peptonă 10,0 g Glucoză 2,0 g NaCl 5,0 g Na2HPO4 2,5 g Apă distilată 550,0 ml * Prepararea infuziei de cord Inimă de vită 1000 g Apă distilată 1000 ml Procedează conform precizărilor de la Agar infuzie cord ** Prepararea infuziei de creier Creier de vită 1000 g Apă distilată 1000 ml Procedează conform precizărilor de la Agar infuzie cord Dacă nu folosești infuziile imediat pentru prepararea mediului, sterilizează filtratul 30 min la 121 °C Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire Ajustează la pHj 8 0 cu soluție 10 N de NaOH Fierbe 30 min pentru precipitarea fosfaților Lasă să sedimenteze 5-10 min Filtrează prin hârtie Ajustează la pH 7 5 Repartizează în recipiente convenabile și autoclavează 15 min la 121°C Comercial: Difco, Merck, Oxoid, Sanofi Pasteur Bulion tripticază din soia Mediu de uz general pentru cultivarea unei game largi de bacterii pretențioase Digestie pancreatică de cazeină 17,0 g Digestie papainică de făină de soia 3,0 g 1058 NaCI K2HPO4 Glucoză Apă distilată 5,0 g 2,5 g 2,5 g 1000,0 ml Amestecă ingredientele și dizolvă prin încălzire la fierbere Ajustează ki pH 7,3 Repartizează în tuburi Autoclavează 15 min la 121°C Mediul poate fi suplimentat cu soluție 0,1% Tween 80 sau 10% ser fetal de vițel 40 4 MEDII DE IZOLARE ȘI MEDII DE ÎMBOGĂȚIRE UTILIZATE ÎN MICROBIOLOGIA CLINICĂ 40 4 1 Aeromonas, medii pentru Aeromonas, agar-sânge cu ampicilină (30 pg/ml) Izolează o gamă mai largă de tulpini decât mediile diferențiale și selective pentru enterobacteriacee Comercial: Medii mai elaborate livrează Merck (GSP Agar, selectiv pentru Aeromonas și Pseudomonas) și Oxoid (Aeromonas Medium Base, care devine selectiv prin ampicilină) Aeromonas, agar diferențial Peptonă din cazeină Extract de came 10,00 g 3,00 g NaCI 5,00 g Dextrină 15,00 g Sulfit de sodiu 1,60 g Tucsină 0,25 g Na2HPO4 7,75 g Agar 13,00 g Apă distilată 1000,00 ml Aeromonas, spre deosebire de enterobacteriacee, degradează dextrina cu formare de aldehidă care recolorează fucsina decolorată prin sulfitul de sodiu Vibrionii care înroșesc, de asemenea, mediul, pot fi eliminați sub acțiunea selectivă a agentului vibriostatic 0 129 (10 pg/ml) Dizolvarea fucsinei este favorizată prin suspensionare în 50 ml soluție apoasă 5% de dioxan Alcoolul trebuie evitat pentru că este degradat de Pseudomonas și dă rezultate fals pozitive Dizolvă solidele, exceptând fucsina și agarul prin încălzirea cu agitare frecventă Ajustează la pH 7,5 și ridică temperatura până la fierbere Filtrează Adaugă fucsina și agarul, omogenizează și menține în vapori fluenți până la topirea agarului Dacă mediul are culoare roșie, adaugă pentru decolorate câteva picături din soluția 1% de suJfit de sodiu Autoclavează 15 min la 121°C Toarnă plăci 1059 40 4 2 Anaerobi, medii pentru Agar bilă-esculină Este un mediu selectiv-diferențial pentru izolarea și identificarea rapidă a Bacteroides fragilis Mai izolează alte specii de Bacteroides și unele tulpini de Fuso-bacterium Agar tripticază din soia 40,0 g Bilă de bou uscată 20,0 g Esculină 1,0 g Citrat feric amoniacal 0,5 g * Hemină soluție stoc 0,5% 2,0 ml Soluție gentamicină 40 mg/ml 2,5 ml Apă distilată 1000,0 ml Vezi Agar-sânge anaerob CDC Amestecă ingredientele și încălzește la fierbere pentru dizolvare Ajustează la pH 7,0 Autoclavează 15 min la 12ГС Răcește la 50°C și toarnă în plăci Agar-sânge anaerob La prepararea mediilor cu sânge agarizate pentru cultivarea anaerobilor pot fi folosite următoarele baze nutritive: agar tripticază din soia, agar Brucella, agar infuzie cord-creier, agar Columbia, agar Marin 2% • Agar-sânge anaerob CDC Agar tripticază din soia 40 g Agar 5 g Extract de levură 5 g ’ Hemină soluție stoc 0,5% 1 ml ** L-Cisteină 400 mg *** Vitamina soluție stoc 1% 1 ml Apă distilată 1000 ml * Soluția stoc 0,5% de hemină: Dizolvă 0,5 g hemină în 10 ml soluție 1 N de NaOH Completează până la 100 ml cu apă distilată Conservă la 4°C Această soluție sonține 5 mg hemină/ml ** Dizolvată extemporaneu în 5 ml soluție 1 N de NaOH *** Soluția stoc 1% de vitamină Kj (3-fitomenadionă): Cântărește 0,2 g vitamină Kț pe foiță pătrată de aluminiu în prealabil flambată Pipetează aseptic într-un tub steril 20 ml alcool etilid absolut Cu pense sterile introdu foița de aluminiu în tubul cu alcool Agită până la dizolvarea vitaminei Kp îndepărtează foița de aluminiu Conservă la întuneric și 4°C Această soluție conține 10 mg vitamină K]/ml Exceptând vitamina Kp amestecă ingredientele și încălzește cu agitare frecventă până la dizolvare Ajustează la pH 7,5 Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C, adaugă soluția de vitamină Kj și 50 ml sânge defibrinat de berbec Toarnă mediul în cutii Petri cu diametrul de 9 cm Plăcile ambalate în cutii de celofan pot fi păstrate 4-6 săptămâni la 4°C 1060 • Agar-sânge lacat pentru anaerobi Agar Brucella 43 a * Hemină soluție stoc 0,5% 1 ml * Vitamină K, soluție stoc 1% 1 ml Apă distilată 1000 ml ** Sânge lacat 50 ml ' Vezi la Agar-sânge pentru anaerobi CDC ** într-un flacon umplut maximum 75% din volum (pentru a asigura spațiu de dilatare), congelează peste noapte sânge integral Decongelează pentru utilizare Prepară ca pe agarul-sânge pentru anaerobi CDC • Agar-sânge cu alcool feniletilic (PEA) pentru anaerobi Este indicat ca mediu de izolare pentru că inhibă creșterea invazivă a unor clostridii și a speciilor de Proteus Prepară agar-sânge pentru anaerobi CDC (vezi mai sus), dar suplimentat, înainte de autoclavare, cu 2,5 g%c alcool feniletilic • Agar-sânge bilă Este un mediu selectiv pentru Bacteroides spp Agar Martin topit și răcit la 45-50°C 20,0 ml Sânge defibrinat 2,5 ml * Soluție de bilă cu azothidrat de sodiu 4,5 ml * Bilă sterilă de bou sau soluție 8% de bilă uscată 100,0 ml Azothidrat de sodiu (azidă) 0,1 g Amestecă fără aerare și toarnă în plăci • Agar-sânge bilă cu supliment de antibiotice Este un mediu înalt selectiv: dintre toate bacteriile anaerobe crește numai Bacteroides fragilis (cu formare de precipitat), iar dintre facultativ anaerobi numai unele tulpini de Proteus și coci gram-pozitivi La agarul-sânge bilă, adaugă kanamicină 1000 pg/ml streptomicină și neomicină ââ 25 pg/ml, polimixină В 100 pg/'ml din soluții convenabil concentrate pentru ca suplimentul să nu depășească 3-5% din volumul total al mediului • Agar VL sânge Mediul permite cultivarea în plăci a anaerobilor Bulion VL Glucoză Agar 1000 ml 2 g 20 g * Vezi Bulion VL Dizolvă ingredientele prin fierbere Filtrează Autoclavează 20 min la 115°C Răcește la 50°C și adaugă 10% sânge defibrinat de berbec Toarnă în plăci Agar anaerob Wilkins-Chalgren: Vezi 40 6 Acest mediu, care nu necesită suplimentare cu sânge, este folosit nu numai pentru testarea sensibilității bacteriilor anaerobe la antibiotice, ci și ca mediu de 1061 izolare în acest scop, firma Oxoid îl livrează împreună cu aditivii SR 107 pentru izolarea anaerobilor nesporulați și SR 108 numai pentru izolarea anaerobilor gram-negativi Bulion aero-anaerob universal (Mediul I FR VIII) Este livrat de Institutul Cantacuzino Repartizează volume de 15 ml în tuburi 16/160 mm Autoclavează 20 min la 115°C Conservă tuburile la temperatura camerei și întuneric Mediul trebuie să-și mențină aspectul fluid Dacă mai mult de 1/3 din partea superioară a coloanei de mediu devine roză, regenerează tuburile înainte de utilizare Bulion tioglicolat îmbogățit Mediu pentru cultivarea anaerobilor pretențioși Suplimentat cu CaCO3 favorizează și conservarea culturilor Digestie pancreatică de cazeină USP 17,00 g Digestie pancreatică din făină de soia USP 3,00 g Glucoză 6,00 g NaCI 2,50 g Tioglicolat de sodiu 0,50 g Agar 0,70 g * L-Cistină 0,25 g * Hemină 5,00 mg Sulfit de sodiu 0,10 g Apă distilată 1000,00 ml Amestecă: ingredientele, cu excepția tioglicolatului de sodiu, și dizolvă prin încălzire 10-15 min în vapori fluenți Adaugă tioglicolatul și ajustează la pH 7,2 Dacă apare un precipitat, încălzește mediul, fără a ajunge la fierbere, și filtrează prin hârtie de filtru umezită Repartizează volume de 20 ml în tuburi 16/160 mm care conțin 0,1 g pulbere de CaCO3 Autoclavează 15 min la 121 °C Adaugă aseptic în fiecare tub 0,1 ml din soluția stoc 1% de vitamină K] (vezi 40 4 2 Agar sânge anaerob CDC) diluată 1/500 cu apă distilată sterilă și 0,2 ml din soluția 10% bicarbonat de sodiu sterilizată prin filtrare Obții astfel în final concentrațiile de 0,1 pg vitamină Kj și 1 mg bicarbonat de sodiu per ml mediu Regenerează tuburile 10 min în baie de apă la 100°C sau în vapori fluenți Răcește brusc și însămânțează Facultativ, mediul poate fi îmbogățit cu 10% ser sangvirj steril sau 5% supliment Fildeș (vezi 40 4 10 = pipetat la fundul tubului ăupă regenerare Bulion VF cu acid tioglicolic și albastru de metilen Bulionul VF (viande-foie) este o digestie peptică din carne și ficat de vițel indicat pentru cultivarea și conservarea bacteriilor anaerobe Testează digestia cărnii de către clostridii Fără supliment de glucoză și came uscată poate fi folosit ca mediu de bază pentru fermentarea zaharurilor * Dizolvă L-Cistina și hemină în 5 ml soluție 1 N de NaOH înainte de a le adăuga la restul ingredientelor 1062 Prepararea bulionului VF * Came de vițel 100 g * Ficat de vițel 500 g Stomac de porc 600 g Acid clorhidric (precauții) 50 m] Apă de robinet încălzită la 55°C 500 ml * Came separată de oase, grăsime și aponevroze; ficatul de membrane Toacă prin mașină separat carnea, ficatul și stomacul și cântărește cantitățile indicate Amestecă toate ingredientele cu apa într-un vas emailat și menține 22-24 ore la 55°C pentru digestie A doua zi, întrerupe digestia prin încălzire 30 min la 80°C Decantează și filtrează prin pânză Ajustează la pH 7,8 Fierbe 30 min pentru precipitarea fosfaților Filtrează prin hârtie Dacă nu prepari în continuare mediul final pentru utilizare, sterilizează prin autoclavare la 121°C Prepararea mediului complet Bulion VF 1000,0 ml Glucoză 10,0 g Agar 0,5 g Acid tioglicolic 0,6 g Albastru de metilen soluție 1% 0,1 ml * Came tocată și uscată q s pentru a realiza în fiecare tub un strat de 0,5-1 cm * Vezi 41 24, Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Repartizează în tubul 20/200 mm pe 2/3 din înălțime Adaugă carnea uscată Acoperă cu 2-3 ml ulei mineral steril Menține tuburile 30 min în vapori fluenți Conservă la temperatura camerei și întuneric Dacă zona de culoare verde de la suprafață depășește 1/3 din coloana de lichid, regenerează mediul înainte de utilizare Bulionul VL Mediu pentru cultivarea anaerobilor Fără supliment de glucoză, poate fi folosit și pentru fermentarea zaharurilor sau testarea indolului Peptonă tripsică 10 0 g NaCl 5 0 g Extract de came 2,0 g Extract de levură 5,0 g Clorhidrat de cisteină 0,3 g Apă distilată 1000,0 ml Dizolvă ingredientele prin încălzire Ajustează la pH 7,4-7,5 Repartizează volume de 15 ml în tuburi Adaugă 2-3 ml ulei mineral steril per tub Autoclavează 20 min la 115°C înainte de utilizare regenerează tuburile 20 min la 100°C Răcește brusc și însămânțează Mediul poate fî suplimentat cu 1% sau 2% glucoză 1063 40 4 3 Bacillus, medii pentru MYP, mediu selectiv pentru B cereus Extract de came 0,1 g Peptonă 1,0 cr & D-Manitol 1,0 ё NaCl 1,0 o e Roșu fenol 2,5 mg Agar 1,5 g Apă distilată 100,0 ml * Gălbenuș de ou emulsie 20% 10,0 ml ** Polimixină В sulfat soluție 0,1% 1,0 ml * Spală bine un ou proaspăt prin periaj în apă caldă cu săpun și clăteștel 30 min în apă curgătoare Scurge apa și lasă oul să se usuce peste noapte acoperit cu hârtie A doua zi menține oul 30 min în alcool de 70 grade în continuare, cu mâinile spălate și uscate, folosind numai veselă și instrumente sterile: decupează cu foarfecă și pensa un capac în cochilia oului, separă gălbenușul prin strecurătoare și transvazează-I într-un balon cu perle tarat Cântărește și adaugă un volum de soluție salină izotonă sterilă de 4 ori mai mare decât masa de gălbenuș Agită pentru omogenizare ** Soluție sterilizată prin filtrare Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 7,2 Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C Adaugă și omogenizează emulsia de gălbenuș de ou și soluția de polimixină Toarnă mediul în cutii Petri cu diametrul 9 cm Pe acest mediu B cereus formează colonii R, turtite, cu tendință de invadare a suprafeței, colorate în roz închis (manito-negative) și înconjurate cu o zonă de opacifiere roșie-violacee a gălbenușului de ou datorată producerii de lecitinază Agar PLET Mediu selectiv pentru Bacillus anthracis Agar infuzie de cord (Difco) 40,00g EDTA 0,30 g Acetat de taliu 0,04 g Apă distilată 1000,00 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 56°C, adaugă și omogenizează aseptic suplimentul cu: Polimixină В 30 000 U Lizozim 300 000 U Din soluții sterilizate prin filtrare Toarnă plăci 1064 40 4 4 Bordetella, medii pentru Bordet-Gengou, agar Agarul bază glicerol-extract de cartof Cartofi săpunari cojiți și tranșați în felii 250 g Apă distilată 2000ml Glicerol 20 ml NaCI 9 g Agar 45 g Spală, cojește și tranșează cartofii în felii fine Adaugă cartofii împreună cu sarea în 500 ml apă și fierbe 30 min Filtrază prin mai multe straturi de tifon Ajustează extractul la pH 7,0 Adaugă la 1500 ml apă agarul, extractul de cartof și glicerolul încălzește la fierbere și amestecă pentru solvire Repartizează volume de 100 ml Autoclavează la 15 min la 121°C Poate fi conservat la rece până la 1 an Mediul complet Exact înainte de utilizare, topește un flacon cu agar bază și plasează-l în baie de apă la 55°C până când se răcește la 55 grade -60°C încălzește flaconul cu sânge defibrinat de berbec timp de 2-3 min în baia de apă la 55°C Amestecă bine: Agar glicerol-extract de cartof 2 volume Sânge defibrinat de berbec 1 volum Toarnă în plăci pentru a asigura un strat gros de cel puțin 5 mm mediu Plăcile pot fi utilizate în interval de maximum o săptămână dacă sunt conservate la 4°C ermetic închise Mediul trebuie să aibă culoare roșie strălucitoare și să nu se deshidrateze Culoarea închisă indică un mediu vechi sau supraîncălzirea sângelui, șansele izolării cresc dacă mediul este utilizat în ziua preparării Bordet-Gengou, agar selectiv La fiecare 100 ml mediu adaugă și omogenizează, imediat după sângele de berbec, 2 ml din soluția cu 2000 pg cefalexină/ml (vezi 21 4 3 ) Utilizează numai antibiotic standardizat pentru laborator și nu de uz terapeutic 40 4 5 Brucella, medii pentru Brucella, agar * Brucella, bulion 925 ml Agar 15 g ■ Amestecă și dizolvă agarul prin încălzire la fierbere Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C adaugă aseptic și omogenizează: 25 ml soluție 10% glucoză, sterilizată prin filtrare, și 50 ml sânge defibrinat de berbec sau 5% ser sangvin Toarnă în plăci * Vezi mai jos 1065 Alternativ, poate fi utilizat și agarul tripticază din soia (vezi 40 3 ) Brucella agar, selectiv La fiecare 100 ml mediu bază agarizat topit și răcit la 50°C adaugă, odată cu suplimentul nutritiv, din soluțiile sterilizate prin filtrare ale următorilor agenți selectivi: Bacitracină 0,5 ml Polimixină В 1,0 ml Acid nalidixic 1,0 ml Vancomicină 0,5 ml Nistatină 1,0 ml Cicloheximidă 1,0 ml soluție cu 5000 U/ml soluție cu 5000 U/ml soluție cu 5000 țig/ml soluție cu 4000 pg/ml soluție cu 50 000 u/ml soluție cu 10 mg/ml Utilizează conform indicațiilor producătorului Brucella bulion Digestie pancreatică de cazeină USP Digestie pepsică de țesuturi animale USP Extract de levură Glucoză NaCl Bisulfit de sodiu Apă distilată 10,0 g 10,0 g 2,0 g 1,0 g 5,0 g 0,1 g 1000,0 ml Amestecă ingredientele și încălzește cu agitare frecventă până la solvire Ajustează la pH 7,0 Repartizează și auclavează 15 min la 121 °C Comercial: Difco 40 4 6 Campylobacterii, medii pentru Preston, bulion Mediu pentru transportul și îmbogățirea probelor din care urmărim izolarea C jejuni/coli Baza nutritivă (pentru 1 litru de mediu) „Lab-Lemco“ pulbere 10 g Peptonă 10 g NaCl 5 g pH final 7,5±0,2 Comercial: Oxoid CM 67 (Bulion nutritiv nr 2) Suplimente nutritive: • Supliment FBP: > Piruvat de sodiu 0,125 g Metabisulfit de sodiu 0,125 g Sulfat feros (sare hidratată) 0,125 g • Sânge lacat de cal (vezi 40 4 2 Agar-sânge lacat pentru anaerobi sau folosește suplimentul Oxoid SR 48) 1066 Supliment selectiv Polimixină В 2500 UI Rifampicină 5 mg Trimetoprim 5 mg Cicloheximidă 50 mg Comercial: Oxoid SR 117 Mediul complet Bulion nutritiv nr, 2 Oxoid 12,5 g Apă distilată 475,0 ml '' Sânge lacat de cal 25,0 ml Supliment FBP Oxoid SR 84 1 fiolă Supliment selectiv Oxoid SR 117 1 fiolă Dizolvă mediul deshidratat în apă distilată prin autoclavare 15 min la 121°C Dizolvă aseptic suplimentul FBP în 2 ml apă distilată sterilă iar suplimentul selectiv în 2 ml amestec de volume egale acetonă-apă distilată sterilă Agită numai prin întoarcerea fiolei pentru a nu forma spumă Adaugă aseptic în mediul răcit la 50°C : sângele lacat de cal și conținutul fiolelor cu suplimente Omogenizează Repartizează aseptic volume de 5 ml în tuburi mici cu capac înșurubat Conservă la 4°C maximum 7 zile Preston, agar Acest mediu selectiv reprezintă de fapt bulionul nutritiv nr 2 Oxoid agarizat 12 g%o și adiționat cu suplimentele Oxoid SR 84 și SR 117 Mediul condiționat în plăci și conservat la 4°C în pungi de celofan etanșe poate fi utilizat până la o săptămână Skirrow, agar Mediu selectiv pentru cultivarea campylobacteriilor Bază pentru agar-sânge Oxoid nr 2 940 ml Sânge lacat de cal 50 ml * Soluție de antibiotice 10 ml Dizolvă 39,5-42,5 g mediu deshidratat în 940 ml apă distilată Sterilizează 15 min la 121°C și răcește până la 50°C Adaugă aseptic sângele lacat de cal și suplimentul selectiv menționat Toarnă aseptic sângele lacat de cal și suplimentul selectiv menționat Toarnă aseptic în plăci Petri câte 15 ml Suplimentul selectiv: Vancomicină Trimetoprim Polimixină В 0,50 g 0,25 g 125 000 UI Apă distilată 500,00 ml Dizolvă antibioticele în apă și sterilizează prin filtrare 1067 40 4 7 Corynebacterii, medii pentru Gundel-Tietz, agar Mediu selectiv pentru izolarea și diferențierea biovarurilor de Corynebacterium diphteriae Agar nutritiv 2% pH 7,4 100,0 ml * Sânge defibrinat 10,0 ml ** Telurit de potasiu soluție 1% 4,0 ml *** L-Cistină soluție 1% 0,1 ml * Sânge de iepure, de berbec sau de cal ** Dizolvă 1 g telurit de potasiu în apă Sterilizează 20 min în vapori fluenți sau prin filtrare Conservă la 4°C Dizolvă 1 g carbonat de sodiu anhidru în 10 ml apă distilată prin agitare și încălzire până la fierbere Adaugă 1 g L-cistină și dizolvă prin agitare la cald Completează la 100 ml cu apă distilată Sterilizează 20 min în vapori fluenți sau prin filtrare Conservă în flacon brun la 4°C Când se îngălbenește soluția nu mai poate fi folosită Topește și răcește la 45°C agarul nutritiv Adaugă aseptic și omogenizează volumele precizate de ingrediente Toarnă în plăci Conservate la 4°C în pungă de plastic, plăcile pot fi folosite până la o săptămână Pe acest mediu coloniile bacteriilor din grupul C diphtheriae apar colorate în negru Diferențierea biovarurilor de C diphtheriae este precizată la 30 1 4 1 Loffler, mediu Mediu selectiv pe care C diphtheriae crește cu morfologia caracteristică Bulion nutritiv glucozat 1%, pH 7,6 100 ml Ser normal steril de bou 300 ml Omogenizează ingredientele Repartizează volume de 5-6 ml în tuburi 16/160 mm Coagulează mediul în pantă prin menținerea tuburilor înclinate 30 min la 90°C pentru a evita formarea de bule în mediu prin încălzirea bruscă a mediului O S T (Ou-Ser-Telurit), mediu de îmbogățire Bulion glucozat 2%o 180 ml Ser normal de bou 20 ml * Telurit de potasiu soluție 2% 15 ml ** Gălbenuș de ou 2 bucăți * Prepară conform precizărilor de la agarul Gundel-Tietz ** Separă gălbenușurile conform precizărilor de la 40 4 3 - mediul MYP Menține gălbenușurile 24 ore la 4°C până la confirmarea sterilității Comercial' Oxoid oferă emulsie de gălbenuș de ou-telurit SR 54 Amestecă și omogenizează aseptic ingredientele Conservat la 4°C, mediul poate fi utilizat până la 6 luni de la data preparării Repartizează volume de 2 ml peste tamponul cu exsudat (naso)-faringian și incubează 18-24 ore la 37°C 1068 Tinsdale agar, modificat Mediu selectiv-diferențial pentru bacilii difterici Baza nutritivă Proteoză peptonă nr 3 (Difco) 20,0 g NaCl 5,0 g Agar (Difco) 20,0 g Apă distilată 1000,0 ml Amestecă și dizolvă ingredientele la cald Ajustează la pH 7,4 Autoclavează 15 min la 121 °C Conservată la 4°C, poate fi utilizată până la 4 luni, iar la temperaturi sub 30°C, ca mediu deshidratat, până la 2 ani Suplimentul nutritiv și selectiv-diferențial * Sânge de berbec formolizat 3 ml NaOH soluție 0,1 N 60 ml ** L-Cistină soluție 0,4% 60 ml *** Telurit de potasiu soluție 1% 30 ml § Tiosulfat de sodiu soluție 2,5% 17 ml Ser steril de bou 100-150 ml * Sânge de berbec 100 ml + formol 0,125 ml Dizolvă 0,24 g L-Cistină în 60 ml soluție 0,1 N de NO la 60°-70°C *** Vezi mai sus la agarul Gundel-Tietz § Dizolvă în apă distilată la 60°C Amestecă și omogenizează aseptic Mediul Tinsdale complet Dipc-agar IC bază 2,3 g * Supliment Tinsdale 2 flacoane ** Tiosulfat de sodiu soluție 2,5% 1,7 ml Ser normal de bou 12,0 ml Apă distilată 100,0 ml * Dizolvă conținutul fiecărui flacon în 2,5 ml apă distilată sterilă ** Dizolvă în 100 ml apă distilată sterilă 2,5 g tiosulfat de sodiu Menține 30 min în baie de apă la 60°C Răcește și conservă la 4°C Dizolvă Dipc-agarul prin încălzire 20 min în vapori fluenți Răcește la 50°C adaugă aseptic și omogenizează conținutul dizolvat al celor 2 flacoane cu supliment Tinsdale, soluția de tiosulfat și serul de bou Toarnă în plăci Mediul trebuie utilizat în ziua preparării, cel mult până la 24 ore Până la 72 ore mai poate fi folosit numai după etalarea pe suprafața plăcii a 0,5 ml soluție 2,5% tiosulfat de sodiu și menținere la 37°C, cu capacul întredeschis, până la absorbția și evaporarea fluidului 1069 40 4 8 Enterobacterii, medii pentru Cefsulodin-Irgasan-Novobiocină (CIN), agar cu Mediu selectiv conceput inițial pentru Yersinia enterocolitica, ulterior extins și pentru Aeromonas spp sau Plesiomonas shigelloides Agarul bază Bacto Peptonă 17,0 g Proteoză peptonă (Difco) 3,0 g Extract de levură 2,0 g Manitol 20,0 g Piruvat de sodiu 2,0 g MgSO4 7H2O 10,0 mg Dezoxicolat de sodiu 0,5 g Colat de sodiu 0,5 g NaCl 1,0 g Roșu neutru 30,0 mg Cristal violet 1,0 mg Irgasan 4,0 mg Agar 13,5 g Apă distilată 1000,0 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 7,4 Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C și adaugă suplimentul selectiv (vezi mai jos) Suplimentul selectiv Cefsulodin 4,0 mg Novobiocină 2,5 mg Dizolvă ingredientele în 10 ml apă distilată Sterilizează prin filtrare Amestecă și omogenizează în agarul bază topit și răcit la 50°C Toarnă în plăci Pe mediul CIN coloniile cu Y enterocolitica sunt transparente cu centrul roz în timp culoarea roz se intensifică, iar coloniile se înconjură cu un precipitat de săruri biliare Colonii asemănătoare formează Serratia liquefaciens, Citrobacter fre-undii, Enterobacter agglomerans și impun diferențierea biochimică de Y enterocolitica Alte bacterii care cresc pe mediul CIN formează colonii mai mari, diametrul >2 mm, cu centrul roz difuz și periferie opacă Cele mai multe specii ale micrqbiotei fecale (e g , Escherichia coli, Proteus spp , pseudomonade, entcrococi) sunt inhibate complet sau cresc foarte sărac CLED (Cistină-Lactoză-EIectrolit Deficient), agar Mediu diferențial indicat pentru uroculturi și repicări de purificare a izolatelor semnificative de pe medii selective pentru enterobacterii Deficitul de electroliți previne invazia prin Proteus, iar adiția de cistină ameliorează calitățile nutritive ale mediului Extract de came (Lab-Lemco) 3 g Peptonă 4 g 1070 Triptonă 4 g * Lactoză soluție 20% 50 ml L-Cistină 128 g Albastru de bromtimol soluție 0,2% 10 ml Agar 15 g Apă distilată 940 ml Amestecă și dizolvă solidele în apă prin încălzire Ajustează la pH 7,3 Autoclavează 15 min la 121 °C adaugă aseptic soluțiile de lactoză și indicator Omogenizează și toarnă în plăci ? Comercial: Oxoid, mediul CLED deshidratat Mediul AABTL (Agar-albastru de bromtimol-lactoză) livrat gata de utilizare de către Institutul Cantacuzino conține: extract de carne, peptonă lactoză, albastru de bromtimol, tiosulfat de sodiu, agar, apă distilată; pH final 7 4 Bacteriile lactozo-pozitive formează colonii galbene cu viraj la galben al mediului adjacent; cele lactozo-negative colonii verzi sau albastre Proteus spp cresc neinvaziv Eozină-albastru de metilen, agar cu Mediul, cunoscut sub acronimul EMB, a fost conceput de Levin ca mediu diferenția] lactozat pentru enterobacteriacee Poate diferențial și Candida albicans de Candida spp Bacto Peptonă sau Gelysate 10 g K2HPO4 anhidru 2 g Agar 20 g Apă distilată 920 ml * Lactoză soluție 20% 50 ml ’ Eozină Y soluție 2% 20 ml * Albastru de metilen soluție 0,65% 10 ml Amestecă și dizolvă solidele în apă prin încălzire Ajustează la pH 7,4 Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 60°C Adaugă aseptic soluțiile sterile de lactoză, eozină, și albastrul de metilen Amestecă bine și toarnă plăci Escherichia coli formează colonii negricioase cu luciu și halou metalic (ca picăturile de fucsină) Alte enterobacteriacee lactozo-pozitive formează colonii opace, roșii Coloniile enterobacteriaceelor lactozo-negative sunt semitransparente, incolore sau roz-pal La concentrația de agar recomandată inhibă caracterul invaziv al tulpinilor de Proteus Pe mediul preparat cu lactoză și zaharoasă aa 5 g, coloniile de Proteus au luciu metalic verzui Coloniile de Candia albicans apar plumoase sau în păianjen spre deosebire de Candida spp care formează colonii S nediferențiate Sterilizate prin filtrare 1071 Hektoen, agar Mediu selectiv-diferențial pentru izolarea patogenilor enterici direct din materiile fecale sau indirect din bulion de îmbogățire Iși datorează selectivitatea sărurilor biliare care inhibă creșterea bacteriilor gram-pozitive și întârzie dezvoltarea multor tulpini de enterobacterii comensale Digestie peptică de țesut animal 12,0 g Extract de drojdie 3,0 g Săruri biliare 9,0 g Lactoză 12,0 g Zaharoză 12,0 g Salicină 2,0 g NaCl 5,0 g Tiosulfat de sodiu 5,0 g Citrat feric de amoniu L5 g Albastru de bromtimol 6,5 mg Fucsină acidă 0,1 g Agar 14,0 g Apă distilată 1000,0 ml Amestecă ingredientele, încălzește până la fierbere Ajustează la pH 7,5 Răcește la 50°C și toarnă în plăci Petri Acest mediu nu poate fi autoclavat Shigella și Providencia formează colonii verzi, Salmonella și Proteus verzi-albastre cu centrul negru, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella galbene, portocalii sau roz Istrati-Meitert, agar Mediu slab selectiv-diferențial pentru enterobacteriacee Geloză nutritivă agarizată 3%, pH 7,8 1000,0 ml Lactoză 1,5 g * Bilă uscată de bou 0,8 g Citrat de sodiu 0,8 g Hiposulfit de sodiu cristalizat 0,8 g Citrat de fier 0,2 g Albastru de bromtimol soluție 0,2% 4,0 ml Topește agarul bază în baie de apă Dizolvă solidele în ordinea indicată apoi adaugă și omogenizează soluția de bromtimol Ajustează la pH 7,3-7,7 (culoare verde închis) cu soluție 1 sau 2 N de NaOH Fierbe mediul 15 min în baie de apă Răcește la 60°C și toarnă plăci Acest mediu nu poate fi autoclavat ' Prelevă bilă de la mai multe animale Amestecă și lasă să sedimenteze 24 ore întinde super-natantul în tăvi smălțuite în strat de 2-3 cm grosime și usucă la 60°C Raclează stratul de bilă uscată și triturează în mojar Soluția 8-10% de produs deshidratat este echivalentă cu bila proaspătă 1072 Bacteriile lactozo-pozitive formează colonii galbene-opace, cele lactozo-negative colonii relativ transparente verzi (Shigella), verzi-albastre (Salmonella) Proteus cultivă neinvaziv: colonii verzi-albastre cu centrul negru (la fel ca multe din tulpinile de Salmonella) Pseudomonas formează colonii mici albastre aderente la mediu Leifson, agar Mediul, un agar cu dezoxicolat-citrat-lactoză, este moderat selectiv-diferențial pentru izolarea salmonelelor și shigelelor Agarul de bază Extract de came Lab-Lemco 20 g Peptonă (Proteoză peptonă nr 3 Difco, e Evans sau Oxoid L39) 20 g Agar 90 g Apă distilată 4000 ml Dizolvă extractul de came în 200 ml apă la cald, alcalinizează cu soluție 10 N de NaOH exact până la culoarea roz cu fenolftaleină, fierbe și filtrează Ajustează la pH 7,4m completează volumul la 200 ml și dizolvă peptonă Dizolvă agarul în 3700 ml apă prin încălzire o oră la vapori fluenți Filtrează dacă este nevoie Adaugă și omogenizează bine soluția de extract de came și peptonă Repartizează exact 100 ml în flacoane și autoclavează 15 min la 121°C Soluția A Roșu neutru soluție 2% în etanol 50 grade: Amestecă indicatorul aseptic în soluția de etanol preparată cu apă distilată sterilă Soluția В Lactoză 20 g Apă distilată 100 ml Amestecă aseptic și menține 15 min în baie de apă la fierbere Soluția C Citrat de sodiu, Na3C6H5O7-2H9O 17 g Tiosulfat de sodiu, Na2S2O3-5H2O 17 g Citrat de fier, FeC6H5O7-5H2O 2 g Apă distilată sterilă 100 ml Soluția D Dezoxicolat de sodiu 10 g Apă distilată sterilă 100 ml Pentru prepararea soluțiilor C și D, amestecă aseptic și menține o oră la 60°C cu agitare ocazională pentru dizolvare Preparea mediului complet Agar nutritiv bază 100,00 ml Soluția A 0,15 ml Soluția В 5,00 ml Soluția C 5,00 ml Soluția D 5,00 ml 1073 Topește agarul bază, răcește la 60°C și adaugă aseptic soluțiile A-D (exact în această ordine) cu pipete sterile separate și agitând bine după fiecare adaos Toarnă imediat plăci și răcește rapid Usucă bine suprafața înainte de utilizare Acest mediu este termosensibil și nu poate fi autoclavat sau retopit Trebuie turnat în plăci și răcit cât mai repede după adăugarea dezoxico-latului, în caz contrar devine moale, inutilizabil Utilizează dezoxicolatul chimic put și verifică fiecare lot cu probe pozitive (Shigella și Salmonella) Mediul este roz-palid și trebuie să fie transparent Conservat la 4°C poate fi utilizat în interval de o săptămână Shigelele formează colonii transparente, salmonelele colonii transparente cu centrul negru (producere de H2S), Escherichia și alți lactozo-pozitivi colonii roșii, iar Proteus colonii mate cu centrul negru Mac Conkey, agaruri Medii slab selective pentru izolarea enterobateriaceelor Hidrolizat pancreatic de gelatină 17,0 g Digestie pancreatică de cazeină și digestie pepsică de țesut animal 3,0 g Lactoză 10,0 g Săruri biliare 1,5 g NaCl 5,0 g Roșu neutru 30 mg Cristal violet 1 mg Agar 13,5 g Apă distilată 1000,0 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire până la fierbere Ajustează la pH 7,1 Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C și toarnă în plăci Conservă la 4°C Agaruri Mac Conkey pot fi preparate în mai multe variante: • Agarul Mac Conkey fără sare este recomandat în Anglia și Canada pentru uroculturi • Agarul Mac Conkey fără cristal violet este mai puțin selectiv și permite creșterea unor coci gram-pozitivi alții decât enterococii • Agarul Mac Conkey cu sorbitol în locul lactozei este indicat pentru izolarea tulpinilor enterohemoragice de E coli Tulpinile EHEC, spre deosebire de alte tulpini de E coli, sunt sorbitol-negative și formează colonii incolore (vezi mai jos) în rețeta mediului lactoza este înlocuită cu 10 g sorbitol Enterobacteriaceele lactozo-negative (Salmonella, Shigella, Proteus ș a ) formează colonii incolore, transparente ori ușor opace Coloniile lactozo-pozitive apar roșii și pot fi înconjurate de un halou opac roz datorat precipitării sărurilor biliare de către acizi și absorbției subsecvente a roșului neutru: cele de E coli sunt uzual roșii și non-mucoide, cele de Enterobacter aerogenes sunt roz-roșii și mucoide Enterococii formează colonii mici,compacte, roșii, iar stafilococii roz-palide până la roșii 1074 Salmonella-Shigella, agar pentru Mediu moderat selectiv-diferențial pentru izolarea salmonelelor și shigelelor direct din fecale sau după îmbogățirea probelor Extract de came Digestie pepsică de țesut animal Lactoză - Săruri biliare Citrat de sodiu Tiosulfat de sodiu (Sitrat feric Verde briliant Roșu neutru Agar Apă distilată 5,00 g 5,00 g 10,00 g 8,50 g 8,50 g 8,50 g 1,00 g 0,33 mg 25,00 mg 13,50 g 1000,00 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire până la fierbere Ajustează la pH 7,0 Mediul nu poate fi autoclavat Răcește la 45°C și toarnă în plăci Coloniile enterobacteriaceelor lactozo-negative sunt transparente, iar ale celor care produc H2S (e g , Salmonella) au centrul negru Puținele tulpini lactozo-pozi-tive care pot crește pe mediul SS formează colonii roșii Sulfit de bismut, agar cu Mediu înalt selectiv și diferențial pentru izolarea salmonelelor, în particular a serovarului Typhi Agentul selectiv, verdele briliant, inhibă shigelele, cele mai multe enterobacteriacee lactozo-pozitive și bacteriile gram-pozitive Diferențierea o face sulfitul de bismut redus prin H2S rețeta recomandată este o modificare a mediului original Wilson-Blair Extract de carne de vită Hidrolizat pancreatic de gelatină Glucoză Fosfat disodic Sulfat feros Sulfit de bismut Verde briliant Agar Apă distilată 5,0 g 10,0 g 5,0 g 4,0 g 0,3 g 8,0 g 25,0 mg 20,0 g 1000,0 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere maximum 1-2 min Ajustează la pH 7,7 Evită supraîncălzirea și, mai ales, nu autoclava Răcește la 50°C, mai omogenizează o dată prin rotirea flaconului și toarnă mediul în plăci Bacilul tific formează colonii caracteristice negre cu halou și luciu metalic Coloniile serovarului Enteritidis sunt negre fără halou, iar cele ale altor serovaruri apar colorate în verde 1075 Verde briliant, agar cu Mediu înalt selectiv și diferențial pentru salmonele, altele decât bacilul tific Agentul selectiv, verde briliant, la concentrația utilizată inhibă cele mai multe enterobacteriacee cu excepția salmonelelor (altele decât bacilii tifici) Agenții de diferențiere: lactoza și zaharoza Proteoză peptonată nr 3 Difco 10,0 g Extract de levură 3,0 g Lactoză 10,0 g Zaharoză 10,0 g NaCI ■ 5,0 g Roșu fenol 80,0 mg Verde briliant 12,5 mg Agar 20,0 g Apă distilată 1000,0 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 6,9 Autoclavează 15 min la 121°C Evită supraîncălzirea Răcește la 50°C Toarnă în plăci Salmonelele formează colonii roz-albicioase cu halou roșu Cele mai multe tulpini de bacili tifice nu cresc pe acest mediu Puținele enterobacteriacee lactoză/zaharoasă pozitive care eventual cresc formează colonii galben-verzui cu halou asemănător Xiloză-lizină-dezoxicolat, agar cu Mediu moderat selectiv-diferențial pentru izolarea enterobacteriaceelor patogene din materiile fecale, direct sau după îmbogățire Agentul selectiv, dezoxicolatul de sodiu, inhibă bacteriile gram-pozitive și unele din enterobacteriaceele comensale Diferențierea salmonelelor și shigelelor de alte enterobacteriacee care pot crește pe acest mediu o fac trei reacții: fermentarea xilo-zei (virajul indicatorului roșu fenol în domeniu acid: galben), decarboxilarea lizinei (virajul indicatorului în domeniul alcalin: roșu) și producera de H2S (înnegrire prin sulfura de fier) Extract de levură 3,00 g L-Lizină 5,00 g Xiloză 3,75 g Lactoză 7,50 g Zaharoză 7,50 g Dezoxicolat de sodiu 2,50 g Citrat feriamoniacal 0,80 g Tiosulfat de sodiu 6,80 g NaCI 5,00 g Roșu fenol 80,00 mg Bacto agar 15,00 g Apă distilată 1000,00 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire fără fierbere Ajustează la Ph 7,4 Răcește la 50°C în baie de apă Toarnă în plăci Evită supraîncălzirea Mediul nu poate fi autoclavat Conservă la 4°C 1076 Shigelele, Providencia și Edwardsiella, bacterii care nu fermentează zaharurile incluse în mediu (sau numai lent xiloza), formează colonii incolore sau roșii Sal-monelele produc o cantitate limitată de acid, prin fermentarea exclusiv a xilozei, dar decarboxilarea lizinei alcalinizează mediul încât coloniile au fondul incolor sau roșu ca și shigelele Salmonelele și Edwardsiella sunt însă diferențiate prin înne-grirea centrului coloniilor prin indicatorul de H2S Enterobacteriaceele care fermentează lactoza/zaharoza generează cantități mari de acid care nu pot fi neutralizate chiar dacă produc și lizindecarboxilază De aceea coloniile lor rămân galbene Gram-negâtivi, bulion pentru Mediu de îmbogățire pentru Salmonella și Shigella; special recomandat pentru izolarea shigelelor din fecale și probe de mediu Creșterea organismelor gram-pozitive este inhibată, dar a bacililor coliformi numai până la 6 ore de incubare Bacto Triptoză 20,0 g D-Glucoză 1,0 g Citrat de sodiu 5,0 g Dezoxicolat de sodiu 0,5 g K2HPO4 4,0 g KH2PO4 1,5 g NaCl 5,0 g Apă distilată 1000,0 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire Ajustează la pH 7,0 Repartizează în tuburi 16/160 mm volume de 10 ml Autoclavează 15 min la 115°C sau 30 min în vapori fluenți Selenit, bulion cu Mediu indicat pentru îmbogățirea salmonelelor în prelevate patologice sau probe din mediul ambiant Shigelele nu sunt favorizate în aceeași măsură Organismele gram-pozitive sunt inhibate, iar bacilii coliformi sunt inhibați numai până la 18 ore de incubare Selenit acid de sodiu (precauții) 4,0 g Peptonă 5,0 g Lactoză 4,0 g Na2HPO412H2O 9,5 g NaH2PO4-2H2O 0,5 g Apă distilată 1000,0 ml Amestecă și dizolvă ingredientele în apă distilată sterilă Verifică și ajustează pH-ul la 7,0 La nevoie variază ușor cantitățile de fosfați pentru a încadra mediul în limitele (0,2 ale pH-ului indicat Repartizează volume de 10 ml din soluția gălbuie obținută în tuburi 16/160 mm Fierbe tuburile 1 min Nu autoclava; încălzirea excesivă degradează mediul Poate să apară o cantitate redusă de precipitat roșu, care nu alterează calitățile mediului 1077 40 4 9 Fungi, medii pentru Bromcrezolpurpur-Iapte-glucoză, agar cu Mediu pentru diferențierea rapidă între Trichophyton mentagrophytes și T geor-giae de alte specii de Trichophyton sau de Microsporum persicolor De asemenea, mediul diferențiază fungii dermatofiți de specia contaminantă Myxotrichum deflexum și depistează contaminările bacteriene care pot vicia identificarea izolatelor Agentul diferențial este indicatorul de pH, bromprezol purpur: • Prezența glucozei în mediu inhibă capacitatea izolatelor de T rubrum, T raubitschekii, T kanei sau T fischeri de a produce amoniu din cazeină și, prin aceasta, de a alcaliniza mediul • Trichophyton mentagrophytes alcalinizează mediul chiar în prezența glucozei • Fungul filamentos de contaminare Myxotrichum deflexum acidifică mediul • Bacteriile de contaminare a coloniilor fungilor dermatofiți acidifică și ele mediul prin fermentarea glucozei Soluția A Lapte praf ecremat 80 g Bromcrezol purpur soluție alcoolică 1,6% 2 ml Apă distilată 1000 ml Amestecă și autoclavează 30 min la 121 °C Soluția В Glucoză 40 g Apă distilată 200 ml Soluția C Agar 30 g Apă distilată 800 ml Amestecă și încălzește la fierbere pentru dizolvare Ajustează la pH 6,8 Autoclavează 15 min la 121°C Mediul complet Amestecă aseptic soluțiile А, В și C Repartizează volume de 6-8 ml în tuburi 20/200 mm și solidifică în pantă Incubează culturile 7 zile la 25°C înainte de a înregistra creșterea și virajul indicatorului Trichophyton mentagrophytes și T georgiae formează colonii invazive care alcalinizează mediul Coloniile de T rubrum, T rubitschekii, T fischeri cresc neinvaziv și nu virează indicatorul, iar cele de Microsporum presicolor, deși cresc invaziv, nu virează indicatorul Coloniile fungilor dermatofiți contamii^ate bacterian sunt galbene ca și cele de Myxotrichum deflexum, fung contaminat care fermentează lactoza Cartof-glucoză, agar cu Mediu pentru sporularea fungilor Cartofi (săpunari maturi) 200 g Glucoză 10 g Agar 18 g Apă distilată 1000 ml 1078 La 200 g cartofi decojiți și tăiați în cuburi mici adaugă 500 ml apă distilată încălzește și menține timp de o oră la fierbere Alternativ, autoclavează 10 min la 121°C Filtrează prin hârtie Completează volumul cu apă până la 1000 ml Adaugă glucoza și agarul și încălzește la fierbere pentru dizolvare completă Filtrează prin vată și tifon Completează volumul la 1000 ml Repartizează 6-8 ml în tuburi 20/200 mm Autoclavează 10 min la 121°C Solidifică în pantă Conservat la 4°C poate fi utilizat până la 3 luni Chapek-Dox, agar Mediu electiv sintetic pentru cultivarea fungilor și unor actinomicete aerobe din sol Oferă caractere tipice de cultură și microscopice Zaharoză Nitrat de sodiu Fosfat dipotasic Sulfat de magneziu Clorură de potasiu Sulfat feros Agar Apă distilată 30,00 g 2,00 g 1,00 g 0,50 g 0,50 g 0,01 g 20,00 g 1000,00 ml Amestecă și dizolvă solidele prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 7 3 Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C și toarnă plăci Levură extract, agar cu Mediu pentru identificarea fungilor dimorfi: Histoplasma capsulatum, Blastomyces și Coccidioides immitis Extract de levură Tampon Agar Apă distilată *Fosfat disodic Fosfat monopotasic Apă distilată 1 g 2 ml 20 g 1000 ml 40 g 60 g 400 ml Dizolvă Na2HPO4 în 300 ml apă distilată apoi adaugă KH2PO4 Soluția are pH 6,0 Dacă este necesar,ajustează cu soluție IN de HCj sau NaOH Completează cu apă distilată la 400 ml Conservă la 4°C Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire Autoclavează 15 min Ia 121°C Răcește Ia 50°C și toarnă câte 35 ml în cutii Petri Mycosel, agar: Vezi Sabouraud agar selectiv prin cicloheximidă și cloramfenicol Sabouraud, agar cu glucoză sau maltoză Mediu agarizat uzual pentru izolarea și studiul fungilor Glucoză sau maltoză 40 g ’Neopeptonă sau Polipeptonă 10 g Agar 15 g Apă distilată 1000 ml 1079 * Alternativ, pot fi folosite Digestie pancreatică de cazeină USP și Digestie pepsică de țesuturi USP ~ăă 5 g Amestecă și dizolvă solidele prin încălzire Ajustează la pH 5 6 încălzește la fierbere și filtrează la cald Repartizează câte 6 8 ml în tuburi 20/200 mm autoclavează 15 min la 121°C, solidifică în pantă Alternativ, sterilizează și toamă volume de 35 ml în plăci Evită supraâncălzirea și retopirea, pH-ul fiind ușor acid poate rezulta înmuierea mediului Sabouraud, agar cu glucoză 2% (modificat de Emmons) Glucoză 20,0 g *Neopeptonă sau Polipeptonă 10,0 g Agar 20,0 g Apă distilată 1000,0 ml * Alternativ, Digestie pancreatică de cazeină USP și Digestie pepsică de țesuturi USP aa 5 g Ajustează la pH 6,9 Prepară și condiționează ca și agarul Sabouraud uzual Sabouraud, agaruri selective « Sabouraud agar cu cicloheximidă și cloramfenicol (Mycosel agar) Mediu pentru izolarea fungilor dermatofiți Sabouraud, agar glucozat 2% 1000,0 ml Cicloheximidă 0,5 g Acetonă 10,0 ml Cloramfenicol 50,0 mg Alcool etilic 95° 10,0 ml Dizolvă cicloheximidă în acetonă, iar cloramfenicolul în etanol și adaugă ambele soluții la agarul Sabouraud topit Repartizează și autoclavează 10 min la 115°- 121°C • Sabouraud agar cu cloramfenicol • Sabouraud agar cu cloramfenicol și gentamicină La 1000 ml agar Sabouraud topit și răcit la 50°C adaugă aseptic și omogenizează înainte de turnarea plăcilor suplimentele selective dorite: Cloramfenicol soluție 0,5% în etanol 95° 10 ml Gentamicină soluție cu 10 000 pg/ml 5 ml '' Sabouraud, agar cu glucoză și ulei de măsline Mediu pentru izolarea levurilor lipofile ; Sabouraud agar glucozat 4% 1000 ml Ulei de măsline 20 ml Tween 80 2 ml Topește agarul, adaugă și omogenizează restul ingredientelor Repartizează în tuburi 16/160 mm Autoclavează 15 min la 121°C Solidifică în pantă 1080 40 4 10 Gardnerella vaginalis, medii pentru HBT (Human Blood Tween 80), agar *Agar Columbia CAN 66 g Proteoză peptonă nr 3 15 g Apă distilată 1500 ml * Difco livrează Bacto Columbia CAN Agar cu supliment selectiv (colistin 10 mg și acid nalidixic 15 mg/litru) inclus Oxoid livrează Columbia Blood Agar Base și separat suplimentul CNA Topește agarul bază, adaugă și dizolvă peptonă Repartizează volume de 500 ml și autoclavează 15 min la 121°C Stratul inferior La 500 ml mediu răcit la 50°C adaugă aseptic: * Tween 80 soluție 1% 3,75 ml ** Amfotericină В soluție cu 500 pg/ml 0,50 ml Omogenizează și toarnă în plăci volume de 7 ml Așteaptă solidificarea mediului Stratul superior La fiecare din 2 recipiente cu 500 ml mediu răcit la 50°C adaugă aseptic: * Tween 80 soluție 1% 3,75 ml ** Amfotericină В soluție cu 500 pg/ml 2,00 ml Sânge de om 25,00 ml Omogenizează și toarnă peste stratul inferior volume de 14 ml mediu * Omogenizează 1 ml Tween 80 în 99 ml apă Ajustează la pH 7 3, dacă este nevoie Sterilizează prin filtrare ** Adaugă la un flaconaș cu 50 mg amfotericină В 10 ml apă distilată sterilă și dizolvă Diluează 1/10 cu apă distilată sterilă Mediul bistratificat și prezența Tween 80 favorizează activitatea a-hemolitică a Gardnerella vaginalis asupra sângelui uman Colistinul și acidul nalidixic inhibă enterobacteriaceele și pseudomonadele, fără a influența însă streptococii, enterococii și stafilococii Amfotericină В inhibă creșterea levurilor Inhibiția și a cocilor gram-pozitivi este realizată prin suplimentul SR 119 (gentamicină sulfat 2 mg, acid nalidixic 15 mg și amfotericină В 1 mg pentru 500 ml mediu) oferit de către Oxoid pentru suplimentarea agarului Columbia cu 5% sânge de om, iepure, cal sau berbec Mediul poate fi folosit în monostrat sau în bistrat PSD (Peptone Starch Dextrose), agar Proteoză peptonă nr 3 Amidon solubil 20 g 10 g Glucoză 2 g Na2HPO4 1 g NaH2PO4 H2O 1 g Agar 15 g Apă distilată 1000 ml 1081 Suspensionează amidonul în 100 ml apă rece Adaugă 400 ml apă la fierbere Adaugă restul de apă, peptonă, glucoza, fosfații (omiși de unii producători) și agarul Dizolvă prin încălzire Ajustează la pH 6,8 Autoclavează 15 min la 121 °C Răcește la 50°C și repartizează volume de 20 ml per placă 40 4 11 Haemophilus, medii pentru Agar bază (Haemophilus) * Bulion bază 1000 ml Agar 15 g * Vezi mai jos Amestecă și topește agarul prin încălzire la fierbere Autoclavează 15 min la 121°C Bulion bază (Haemophilus) * Infuzie de cord bovin 500,0 ml Peptonă Dipcar 20,0 g Glucoză 2,0 g NaCl 5,0 g Na2HPO4 12H2O 5,9 g Apă distilată 500,0 ml * Vezi 40 3 Prepararea infuziei de cord Adaugă și omogenizează ingredientele în apă în ordinea enunțată Ajustează la pH 7,4 cu soluție 10% de NaOH Repartizează și autoclavează 15 min la 121°C Supliment V Drojdie pudră 100 g Apă distilată 400 ml Ajustează la pH 4,6 Fierbe 10 min și filtrează prin hârtie Reajustează la pH 7,0 și sterilizează prin filtru Seitz EKS[ Conservă congtelat la cel puțin -25°C Supliment XV Bulion bază pentru hemofili 750 ml Sediment de hematii de cal 250 ml Amestecă ingredientele, încălzește și menține 10 min la temperatura de fierbere Centrifughează 30 min la 3000 rpm Sterilizează supernatantul prin filtru Seitz EKSj 1082 Supliment X Supliment XV autoclavat 15 min la 121°C Supliment Fildeș NaCl soluție 0,15 M 150 ml Sânge de berbec 50 ml Pepsină 1 g HCI concentrat (precauții) 6 ml Amestecă ingredientele și menține 2 ore în baie de apă la 56°C Adaugă 12 ml soluție 20% de NaOH și ajustează la pH 7,0-7,2 Adaugă 0,5 ml $ cloroform ca prezervant Agar/bulion cu factori V, X, XV • Agar bază pentru hemofili topit și răcit la 50°C adiționat aseptic cu 10% factor V sau factori XV Prin autoclavarea 15 min la 121 °C a agarului XV obții agarul X • Bulion bază pentru hemofili adiționat cu 10% factor V sau factori XV Prin autoclavarea 15 min la 121 °C a bulionului XV obții bulionul X Agar/bulion cu supliment Fildeș Adiționează aseptic mediul de bază pentru hemofili cu 5% supliment Fildeș menținut în prealabil 30 min la 56°C pentru îndepărtarea cloroformului Agar-ciocolat Prepară conform indicațiilor de la 40 3 folosind agar bază pentru hemofili 40 4 12 Lactobacili, medii pentru MRS (de Man, Rogosa, Sharpe), agar Mediu selectiv pentru lactobacili Peptonă din cazeină Extract de came Extract de levură Glucoză Tween 80 Citrat de amoniu K2HPO4 Acetat de sodiu 3H2O Sulfat de magneziu 7H2O Sulfat de mangan 4H2O Agar Apă distilată 10,00 g 8,00 g 4,00 g 20,00 g 1,00 g 2,00 g 2,00 g 5,00 g 0,20 g 0,05 g 14,00 g 1000,00 ml Amestecă solidele în apă și încălzește la fierbere până la dizolvarea completă Ajustează la pH 5,7 Repartizează în tuburi sau flacoane Autoclavează 15 min la 121°C Toarnă în plăci sau solidifică tuburile în pantă 1083 MRS, bulion Mediu pentru cultivarea lactobacililor Are compoziție identică cu agarul MRS, mai puțin agarul 40 4 13 Legionele, medii pentru Mediul BCYE( (Buffered Charcoal Yeast Extract) * Tampon ACES 10,00 g KOH p a 2,80 g Cărbune activat 1,50 g Extract de levură 10,00 g Agar 17,00 g a-Ketoglutarat 1,00 g (sare monopotasică) ** L-Cisteină hidroclorică 0,40 g ** Pirofosfat feric 0,25 g Apă distilată ad 1000,00 ml Dizolvă tamponul ACES în 900 ml apă distilată încălzită la 50°C Adaugă și dizolvă KOH Adaugă cărbunele activat, extractul de levură și agarul Amestecă bine și clătește peretele interior al flaconului cu 80 ml apă distilată Autoclavează 20 min la 121 °C Răcește la 50°C și adaugă aseptic componentele filtrate Ajustează la pH 6,9 Toarnă în plăci Plăcile, conservate la 4°C în pungă de polietilenă ermetic închisă, pot fi folosite până la 2 luni Mediul selectiv GVPC (Glicină, Vancomicină, Polimixină, Cicloheximidă) La 500 ml mediu BCYEa adaugă aseptic și omogenizează, înainte de turnarea plăci, conținutul unui flacon cu supliment GVPC (glicină 1,5 g, vancomicină clor-hidrat 0,5 mg, polimixină В sulfat 39 600 UI, cicloheximidă 40 mg) dizolvat în 10 ml de apă distilată sterilă Comercial: Merck, Oxoid Un supliment selectiv numai cu vancomicină și colistin oferă bioMerieux 40 4 14 Leptospire, mediu pentru Mediul Korthof modificat Peptonă pepsică 0,80 g NaCl 1,40 g * Acid N-(2-acetamido)-2-aminoetansulfonic ** Dizolvă fiecare substanță în câte 10 ml apă distilată și sterilizează prin membrană filtrantă cu diametrul porilor de 0,22 pm 1084 NaHCO3 KC1 CaCl2 KH2PO4 NaHPO4 2H2O Apă distilată 0,02 g 0,04 g 0,04 g 0,24 g 0,88 g 1000,00 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire 20 min în vapori fluenți Filtrează prin hârtie Whatman nr 1 sau echivalență Autoclavează 30 min la 121 °C Răcește și filtrează din nou Ajustează la pH 7,2-7,4- Repartizează volume de 100 ml și autoclavează 30 min la 115°C Adaugă mediul răcit la 50 - 56°C 5-10% ser de iepure Tyndallizează 3 zile consecutiv timp de o oră la 60°C repartizează aseptic volume 3 ml în tuburi 12/120 mm Termostatează tuburile 48 de ore la 37°C pentru controlul sterilității Reține numai tuburile care rămân limpezi după controlul sterilității 40 4 15 Listerii, medii pentru Bulion de îmbogățire UVM* pentru listerii Proteoză peptonă 5,00 g Triptonă 5,00 g Extract de came 5,00 g Extract de drojdie 5,00 g NaCI 20,00 g KH2PO4 1,35 g Na2HPO4 12,00 g Acid nalidixic soluție 2% în 0,1 N NaOH 1,00 ml Apă distilată 1000,00 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire Ajustează la pH 7,3 Repartizează câte 10 ml în tuburi 16/160 mm Autoclavează 15 min la 121°C Conservă la 4°C înainte de utilizare, adaugă la mediul de bază, 0,01 ml soluție 1,2% acriflavină sterilizată prin filtrare Pentru a doua îmbogățire mediul de bază cu 0,1 ml din soluția sterilă 1,2% acriflavină Agar selectiv pentru listerii (Mc Bride) Peptonă din cazeină 5,0 g Peptonă din came 5,0 g Extract de came 3,0 g NaCI 5,0 g Glicină 10,0 g Clorură de litiu 0,5 g Feniletanol 2,5 g ‘Mediul propus de Universitate din Vermont 1085 Agar 15,0 g Apă distilată 1000,00 ml Amestecă și dizolvă prin încălzire Ajustează la pH 7,3 Autoclavează 15 min la 121 °C Răcește la 50°C Adaugă și omogenizează 2 ml per litru soluție 1% Moxalactam, sterilizată prin filtrare Toarnă câte 12-15 ml în plăci Petri Conservă la 4°C 40 4 16 Micobacterii, medii pentru Lowenstein-Jensen, mediul Soluția de săruri-amidon KH2PO4 2,40 g MgSO4 7H2O 0,24 g Citrat de magneziu 0,60 g Asparagină 3,60 g Făină de cartof 30,00 g Glicerol 12,00 ml Apă distilată 600,00 ml Dizolvă sărurile și asparagina în apă Adaugă glicerolul și făina de cartof și menține în baie de apă la fierbere cu agitare continuă, în toată masa până ajunge la consistență păstoasă Răcește la 56°C în baie de apă și menține o oră la această temperatură Soluție de verde malachit Verde malachit 2 g Apă distilată 100 ml Dizolvă și autoclavează 20 min la 121°C Conservă la întuneric poate fi utilizată indefinit Agită înainte de utilizare Omogenatul integral de ouă Utilizează ouă de găină proaspete, nu mai vechi de o săptămână în funcție de mărime, din 20-22 ouă se obține 1 litru omogenat Antiseptizează suprafața ouălor (vezi 39 4 3 ) Cu mâinile bine spălate și folosind o spatulă sterilă, sparge ouăle și scurge conținutul într-un flacon steril cu gură largă care conține perle de sticlă Amestecă gălbenușurile cu albușurile prin agitare viguroasă Prepararea mediului complet Soluție de săruri-amidon 600 ml Soluție 2% verde malachit 20 ml Omogenat de ouă 1000 ml Omogenizează Filtrează, aseptic prin 4 straturi de tifon Repartizează aseptic 6-8 ml în tuburi 16/160 mm sau, de preferat, în tuburi 20/150 mm cu capac înșurubat Coagulează în pantă pe baie de nisip la 85°C timp de 50 min (baia adusă progresiv la temperatura de coagulare pentru a evita formarea de bule în mediu) Verifică sterilitatea prin incubarea tuburilor 1086 48 ore la 37°C Conservat la 4-6°C, mediul condiționat în tuburi cu dop de bumbac poate fi utilizat o lună, iar în tuburi cu capac înșurubat mai multe luni Coletsos, mediul Acest mediu, tot pe bază de ou integral, izolează mai eficient tulpinile de micobacterii lezate prin antibioticoterapie Este oferit de bioMerieux gata pentru utilizare Middlebrook 7H9, bulion Cercetările lui Cohn și Middlebrook din anii 1950 au dus la o gamă de medii (aganirile Middlebrook 7H10, 7H11, bulioanele Middlebrook 7H9, 7H12 ș a ) utilizate pentru izolarea și identificarea microbacteriilor Cum laboratoarele clinice din România nu au încă facilitățile antiepidemice impuse de manipularea culturilor de bacili ai tuberculozei pe plăci cu medii agarizate, ne limităm la semnalarea bulionului Middlebrook 7H9 indicat pentru testarea arilsulfatazei, toleranței/reducerii teluri-tului ș a Prepararea mediului depășește posibilitățile celor mai multe laboratoare Bulionul Middlebrook 7H9 este livrat de Difco Laboratories 40 4 17 Micoplasme, medii pentru Utilizarea mediilor comercializate este mai economică și mai eficientă Mycoplasma pneumoniae • Mediile de bază: - Bacto PPLO Agar, Bacto PPLO Broth wlCV (cu cristal violet), Bacto PPLO Broth w/oCV (fără cristal violet) oferite de Difco - Mycoplasma Agar Base și Mycoplasma Broth Base oferite de Oxoid • Suplimentele nutritive, selectiv/diferențiale oferite de Oxoid sunt: Mycoplasma Supplement-G (ser de cal, extract de levură, acetat de taliu și penicilină) și Mycoplasma Supplement-P (ser de cal, extract de levură acetat de taliu, glucoză, roșu fenol, albastru de metilen, penicilină) Difco oferă suplimentul Bacto PPLO Serum Fraction în care este inclus ser sangvin parțial purificat, lipsit de efectele inhibitoare ale serului integral asupra unor tulpini de micoplasme Procedează conform instrucțiunilor producătorilor Microplasmele urogenitale Mediul de bază Apă ultrapurificată 825,00 ml Clorură de calciu 0,15 g Dizolvă clorură de calciu înaintea adăugării ingredientelor precizate mai jos: 1087 Bulion cu tripticază din soia 24,0 Putresceină dihidroclorică 2,0 g Extract de levură 1Л g ADN 0,2 Agar 10,5 g Amestecă ingredientele în soluția de clorură de calciu Ajustează la pH 5 5 cu soluție 2N de HCI Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 56°C în baie de apă și adaugă suplimentele: Ser de cal 200,0 ml Iso Vitale X 5,0 ml Uree soluție 10% 10,0 ml Soluție GHL tripeptid 1,0 ml L-Cistină soluție 2% 5,0 ml Cefosid 0,2 ml Fiecare supliment trebuie sterilizat separat prin filtrare După omogenizarea în mediul de bază, ajustează la pH 6,0 Toarnă în plăci Conservat la 4°C, mediul poate fi utilizat până la 3 luni Coloniile de Ureaplasma urealyticum apar brune sau negre (indicator clorura de calciu) Mycoplasma hominis formează colonii mai mari, ureazo-negative, cu aspect de ou prăjit • Trusa Mycoplasma IST, care cuprinde un mediu de transport, un bulion selectiv-diferențial (prin amestec de antibiotice respectiv prin uree, arginină și roșu fenol) și o galerie cu 16 godeuri care permite transportul prelevatelor urogenitale, izolarea, identificarea și cantificarea Ureaplasma urealyticum/Mycoplasma hominis și testarea sensibilității față de 6 antibiotice • Trusa Mycoplasma Lyo permite izolarea, identificarea și cantificarea Ureaplasma urealyticum/Mycoplasma hominis/M fermentas folosind un bulion selectiv-diferențial (prin amestec de antibiotice, uree, arginină, roșu fenol) și un agar selectiv-diferențial (prin amestec de antibiotice, uree și sulfat de mangan) 40 4 18 Neisserii pretențioase, medii pentru Neisseria gonorrhoeae și N meningitidis pot fi cultivate pe un mediu agarizat de bază cu bune calități nutritive adiționat cu un bun supliment descreștere și pentru izolarea din prelevate contaminate, cu un supliment selectiv (A) Medii de bază indicate: • agarul Thayer-Martin (vezi mai jos), • agarul Oxoid GC, • agarul Mueller-Hinton (vezi 40 6 ) "Mediu deshidratat 1088 Thayer-Martin agar Proteoză peptonă 15 g Glucoză 1 g Amidon solubil 1 g K2HPO4 4 g NaCI 5 g Agar 12 g Apă distilată 1000 ml Amestecă și încălzește până la dizolvare Ajustează la pH 7,2 Autoclavează 15 min la 121°C Vezi mai jos prepararea mediului complet Comercial: Merck; Oxoid oferă agarul GC cu compoziție similară, dar fără glucoză (B) Suplimente nutritive: • Suplimente cu compoziție definită, care conțin: vitamina В 12, L-glutamină adenină, guanină, acid p-aminobenzoic, L-cistină, glucoză, coenzimă 1 (NAD), cocarboxilază, nitrat feric, tiamină, cisteină Suplimentul II Thayer-martin produs de Merck nu conține glucoză fiind indicat pentru agarul bază Thayer-Martin Suplimentele Bacto А, В și C, oferite de Difco, sunt concentrate sterile ale extractului de levură adiționat cu factori de creștere suplimentari: glutamină, coenzimă 1, cocarboxilază și hematină; suplimentul A este și selectiv față de bacteriile gram-pozitive prin cristalul violet pe care îl conține • Suplimente empirice, cum este suplimentul HYL: Sînge lacat de cal 10 părți Autolizat de drojdie de bere 1 parte Autolizat de ficat de porc 2 părți (C) Suplimentele selective trebuie să asigure per ml de mediu: colistin 7,5 pg, nistanină 12,5 UI, vancomicină 3 pg și trimetoprim 5 pg Comercial: sunt disponibile suplimentele selective VCN și VCNT (Oxoid); Bacto CNV și Bacto CNVT (Difco) Suplimentul I Thayer-Martin oferit de Merck asigură vancomicină, colistin și trimetoprim în concentrațiile specificate mai sus Oxoid mai oferă și suplimentele LCAT (lincomicină, colistin, amfotericină B, trimetoprim) și VCAT (vancomicină, colistin, amfotericină B, trimetoprim) (D) Prepararea mediului final • Thayer-Martin, mediul complet Utilizează baza agarizată, suplimentele nutritive și selective conform indicațiilor producătorilor • Thayer-Martin, agar-ciocolat Topește și răcește mediul bază până la 80°C Adaugă și omogenizează în proporție de 5% sânge de berbec defibrinat Menține 10 min în baie de apă la 80°C pentru ciocolatare în continuare procedează ca pentru mediul Thayer-Martin complet (vezi mai sus) HYL, agar tip Agar nutritiv bază 90 ml Supliment tip HYL 19 ml La agarul bază topit și răcit la 59°C adaugă aseptic și omogenizează suplimentul HYL Toarnă în plăci 1089 40 4 19 Nocardii și streptomicete, medii pentru Bennett, agar Mediu pentru studiul morfelogiilor nocardiilor și streptomicetelor Digestie pancreatică de cazeină USP 2 g Extract de levură 1 g Extract de carne 1 g Glucoză 10 g Agar 15 g Apă distilată 1000 ml Dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 7,3 Repartizează în funcție de necesități Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C și toarnă în plăci sau solidifică în pantă Levură extract-glucozat, agar Extract de levură 10 g Glucoză 10 g Agar 15 g Apă distilată 1000 ml Dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 7,0 Repartizează în funcție de necesități Autoclavează 15 min la 121 °C Toarnă în plăci sau solidifică în pantă 40 4 20 Pseudomonas, medii pentru Speciile de Pseudomonas pot fi izolate pe agar nutritiv sau agar-sânge Izolările din prelevate contaminate sunt însă mult ameliorate dacă utilizăm o bază nutritivă care favorizează pigmentogeneza adiționată cu diferite suplimente selective Pseudomonas, agar bază Peptonă din gelatină Hidrolizat de cazeină K2SO4 MgCl2 Agar Glicerol Apă distilată 16,0 g 10,0 g 10 0 g 1,4 g 13,0 g 10,0 ml 1000,0 ml Dizolvă solidele prin încălzire Adaugă glicerolul Ajustează la ^pH7 2 Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C și adaugă suplimentul selectiv (vezi mai jos) Toarnă în plăci Comercial, se livrează mediul bază și suplimente selective: Difco (agen tul selectiv Irgasan 25 mg/litru, inclus în mediu), Merck și Sanofi Pasteur (agentul selectiv Cetrimid 0,3 g/litru, inclus în mediu) Oxoid oferă agarul bază și, separat, suplimente selective CN (Cetrimid 100 mg, Nalidixat de sodiu 7,5 mg pentru 500 ml mediu) și CFC (Cetrimid 5 mg, Fucidină 5 mg, Cefaloridină 25 mg pentru 500 ml mediu) 1090 40 4 21 Stafilococi, medii pentru Baird Parker, agar Mediu selectiv-diferențial pentru izolarea stafilococilor din alimente și produse farmaceutice Clorura de litiu și teluritul de potasiu inhibă creșterea contaminanților, în timp ce piruvatul și glicina stimulează electiv creșterea stafilococilor Peptonă din cazeină 10 g Extract de came 5 g Extract de levură 1 g Piruvat de sodiu 10 g Glicină 12 g Clorură de litiu 5 "Emulsie de gălbenuș de ou-telurit 50 ml "*Sulfametazină soluție 0,2% 25 ml (facultativ) Agar 15 g Apă distilată 925 ml Amestecă solidele în apă și dizolvă prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 7,0 Repartizează volume de 19 ml în tuburi 20/200 mm Autoclavează 15 min la 121 °C Răcește la 45-50°C Adaugă și omogenizează 1 ml din emulsia de gălbenuș de ou-telurit per tub și toarnă în placă Plăcile cu mediu, închise etanș în pungă de polietilenă, pot fi conservate la 4°C timp de o lună Chapman, agar hiperclorurat cu manitol și roșu fenol Mediu selectiv pentru izolarea stafilococilor din prelevate contaminate (fecale, lichid de vomă, alimente ș a ) și diferențierea speciilor manitolpozitive Concentrația mare de sare inhibă creșterea bacteriilor non-halotolerante Degradarea manitolului este caracteristică pentru Staphylococcus aureus și poate fi prezentă la unele specii coagulazo-negative Peptonă 10 ст Extract de carne 1 S NaCl 75 Dizolvă solidele prin încălzire și agitare frecventă Fierbe 1 min Ajustează la pH 7,4 Repartizează și autoclavează maximum 15 min la 121 °C Răcește la 50°C și adiționează, dacă este cazul, cu suplimente nutritive pentru antibiograma difuzimetrică și cun diluții de antibiotic pentru testări cantitative Mueller-Hinton, bulion Prepară ca mai sus cu omiterea agarului din rețetă 1096 Wilkins Chalgren, agar Mediu pentru testarea sensibilității bacteriilor anaerobe la antibiotice; utilizat și la izolarea și studiul acestor bacterii Digestie pancreatică de cazeină Digestie pancreatică de gelatină Extract de levură Glucoză NaCI L-Arginină Piruvat de sodiu *Hemină soluție stoc 0,5% **Vitamină Kj soluție stoc 0,01% Agar Apă distilată 10 g 10 g 5 g 1 g 5 g 1 g 1 g 1 ml 5 ml 15 g 1000 ml Amestecă ingredientele, cu excepția soluției de vitamină Kj, și dizolvă solidele prin încălzire 10-15 min în vapori fluenți Ajustează la pH 7,0 Repartizează în volume convenabile Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C și adaugă volumul necesar din soluția de vitamină K1 și soluțiile de antibiotic pentru a obține concentrațiile indicate Omogenizează și toarnă în plăci 40 6 MEDII PENTRU CONSERVAREA BACTERIILOR ȘI FUNGILOR Agar nutritiv de stocaj (1) Pentru enterobacterii (O M S ) Bacto Peptonă (Difco) Extract de came (Difco) NaCI Agar pulvis (Difco) Apă distilată q s ad Amestecă ingredientele într-un balon 10 g 5 g 3 g 10 g 1000 ml de 2000 ml încălzește 30 min în vapori fluenți pentru solvire Ajustează la pH 8,0 cu soluție 10 N de NaOH Autoclavează 5 min la 115°C Filtrează prin vată hidrofilă Ajustează la pH 7,4 Repartizează în tuburi 12/120 mm cantități suficiente pentru o coloană de cca 7 cm Autoclavează 15 min la 121 °C (2) Pentru streptococi și alte bacterii Proteoză peptonă (Difco) Bacto gelatină Bacto Cazeină izoelectrică Bacto Dextroză 10,0 g 10,0 g 5,0 g 0,5 g *Vezi 40 4 2 Agar-sânge anaerob CDC ’ Diluează 1/100 cu apă distilată sterilă soluția stoc 1% preparată conform indicațiilor de 40 4 2 Agar-sânge anaerob CDC 1097 NaHPO4 4,0 g Citrat de sodiu 3,0 g Bacto Agar 7,5 g *Infuzie de cord bovin 1000,0 ml Prepară conform indicațiilor de mai sus (1) Comercial: Difco oferă mediul deshidratat Respectă indicațiile producătorului (3) Pentru fungi dermatofiți Peptonă 30 g Agar 20 g Apă distilată 1000 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire Filtrează la cald prin vată hidrofilă Ajustează la pH 5,4 Repartizează în tuburi 20/200 mm Autoclavează 15 min la 115°C Solidifică în pantă CC, mediul Mediu semisintetic recomandat de Heinrich și Korth (1967) pentru îmbogățirea, izolarea și subcultivarea speciilor de Actinomyces Excelent mediu de conservare pentru bacterii Soluția A, de minerale și microelemente MgSO4-7H2O 20,0 СУ & CaCl2-2H2O 2,0 G & FeSO4-7H2O 400,0 mg MnSO4-2H2O 15,0 mg NaMoO4-2H2O 15,0 mg ZnSO4 4,0 mg CuSO4-5H2O 0,4 mg CoC12-4H2O 0,4 mg Acid boric 20,0 mg KI 10,0 mg Apă distilată 1000,0 ml Amestecă ingredientele pentru dizolvare și adaugă 10 ml soluție 10% HCI Conservată la 4°C poate fi utilizată câteva Soluția B, de vitamine luni Tiamină-HCl 20 mg Piridoxină-HCl 20 mg Biotină 1 mg Acid folie 5 m g , Vitamina B12 soluție 1 mg/100 ml 1 ml Acid p-aminobenzoic 20 mg m-Inozitol 20 mg Nicotinamidă 10 mg Acid nicotinic 10 mg Pantotenat de calciu 20 mg Apă proaspăt distilată 100 ml ‘Preparată din 500 g cord bovin, vezi 40 3 1098 Soluția C, de aminoacizi și vitamine Cazeină, hidroliza! 12 g Extract de levură 12 g L-Cisteină-HCl 500 mg L-Asparagină 30 mg DL-Triptofan 20 mg Soluție В 12 ml Apă proaspăt distilată 100 ml Dizolvă și sterilizează prin filtrare Mediul final KH2PO4 4 g Soluție A 10 ml Amidon de cartof 500 mg "Agar 20 g Apă distilată q s ad 900 ml Soluție C 100 ml *Cantitatea poate varia în i funcție de capacitatea de gelificare as agarului utilizat Dizolvă KH2PO4 în 250 ml apă distilată și ajusteză la pH 7,6 Adaugă 10 ml soluție A și amidonul de cartof dizolvat în 70 ml apă distilată la fier- bere, agarul și restul de apă distilată Dizolvă prin încălzire la fierbere Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C, adaugă aseptic soluția C și ajustează la pH 7,3 Toarnă volume de 15 ml în plăci Petri Dorset, mediu modificat Mediu indicat pentru stocajul enterobacteriaceelor, corinebacteriilor, flavobacte-riilor etc *Omogenat integral de ou 75 ml NaCI soluție 0,85% sterilă 25 ml "Vezi 40,4 16 Mediul Lowenstein-Jensen Amestecă aseptic ingredientele Filtrează prin patru straturi de tifon Repartizează în tuburi 12/120 mm sau, de preferat, în tuburi cu capac înșurubat Coagulează în pantă pe baia de nisip la 80°C timp de o oră SG (Sucrose-Gelatin), mediu Mediu indicat pentru conservarea hemofililor Zaharoză 10 g Gelatină 1 g Apă distilată 100 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire Autoclavează 15 min la 115°C Răcește la 60°C și adaugă aseptic 100 ml ser de cal sterilizat prin filtrare Sporulare, mediu pentru Bacillus Peptonă 5 g Extract de came 3 g Extract de levură 1 g 1099 Agar 15 g Apă distilată 1000 ml Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire Ajustează la pH 6,8 sau pentru speciile alcalifile, 8,5 Repartizează în tuburi Autoclavează 15 min la 121 °C Solidifică în pantă Pentru tulpinile care sporulează nesatisfăcător adaugă la 1 litru de mediu: МпБОдВ^О 50 mg, CaCh'Z^O 100 mg și MgSO-pTHoO 500 mg BIBLIOGRAFIE BERGES'S Manual of Systematic Bacteriology, 9-th edn, Williams and Wilkins Со Baltimore vo], 1 (1984), voi 2 (1986) BioMERIEUX: Milieux de Cultura, Livret technique, (1997) BRIDSON E Y : The Oxoid manual, 7-th edn Alphaprint Alton Hants (1995) CORRY, J E L : Quality assurance and quality control of microbiologica! culture media, GIT Verlag Emst Giebeler, Darmstadt (1982) DIFCO: Difco Manual Dehidrated Culture Media and Reeagents for Microbiology 10-th edn Difco Laboratories, Detroit (1985) MERCK:Microbiology Manual (1996) MESROBEANU, L , MARX, A , STAVRI, D et al : Mediile de cultură în bacterioiogia medicală Editura Medicală, București (1961) 41 TESTE DE IDENTIFICARE A MICROORGANISMELOR (DUMITRU BUIUC, MIHAI ZAMFIRESCU) 41 1 ACETAT, UTILIZAREA 41 25 ESCULIN-H1DROLIZA TEST 41 2 ADN-aza TESTUL DE PRODUCERE A 41 26 FACTORI DE CREȘTERE V X 41 3 ADN-aza TERMOSTAB1LĂ (TERMO- PENTRU HAEMOPHILUS NUCLEAZA) TESTUL 41 26 1 Factori V, necesitatea de 41 4 AMIDON HIDROLIZA 41 26 2 Factori X, necesitatea de 41 5 ARGININA: HIDROLIZA 41 26 3 Factori XV, necesitatea de 41 5 1 Testarea bacteriilor fermentative 41 27 FEN1LALAN1NDEZAM1NAZĂ PRO- 41 5^ Testarea pseudomonadelor DUCEREA 41 5 3 Testarea vibrionilor cu interes medical 41 28 FOSFATAZA TESTUL 41 6 ARILSULFATAZA 41 29 FURAZOLIDON TEST DE SENSI- 41 7 ASCOSPORI TEST DE FORMARE A BILITATE LA 41 8 BACITRACINA TEST DE SENSIBILI- 41 30 GELATINA HIDROLIZA TATE LA 41 30 1 Testarea bacteriilor aerobe și facul- 41 9 BILĂ-ESCULINĂ TESTUL CU tativ anaerobe 41 10 BILOLIZA TEST 41 30 2 Testarea bacteriilor anaerobe 41 11 CÂMP TEST 41 31 GL1COCAL1X ( SUME") 41 12 CARBOHIDRAȚI ACID DIN PRODUCEREA 41 12 1 Carbohidrați și compuși înrudiți folo- 41 32 GLICOZIDAZE TESTE PENTRU siți pentru testele de identificare 41 33 HEMAGLUTINAREA TEST PENTRU 41 12 2 Indicatori de pH HEMOFILI 41 12 3 Acizi produși fermentativ din carbohidrați și compuși înrudiți 41 34 HEMOLIZA TEST PENTRU HEMOFILI 41 12 4 Acid din carbohidrați oxidativ 41 35 HIDROGEN SULFURAT PRODUCE- 41 13 CATALAZA, TESTE PENTRU REA DE 41 13 1 Testarea catalizei la bacteriile neacido- 41 36 HIPOXANTINA HIDROLIZA rezistente 41 37 HIPURAT HIDROLIZA 41 13 2 Testarea catalazei la bacilii acido-re- 41 38 INDOL TEST zistenți 41 39 LANCEFIELD GRUPAREA ANTI- 41 14 CAZEINA, DIGESTIA GENICĂ A STREPTOCOCILOR 41 15 CEFALOTINA SENSIBILITATEA 41 40 LAPTE TURNESOLAT REACȚII ÎN CAMPILOBACTERIILOR LA 41 41 LECITINAZĂ PRODUCEREA DE 41 16 CISTINAZA PRODUCEREA DE 41 42 LEC1TOVITELINA REACȚII PE 41 17 CITRAT UTILIZAREA MEDIUL CU 41 18 CLORURA DE SODIU, TOLERANȚA 41 43 LIPAZA PRODUCEREA DE LA 41 44 MALONAT UTILIZAREA 41 19 COAGULAZA TESTE PENTRU 41 45 MOBILITATEA TESTE DE 41 20 COLORANTE SENSIBILITATEA LA 41 46 MORFOLOGIA LEVURILOR ÎN 41 21 COMBINATE TESTE AGAR CU FĂINĂ DE PORUMB 41 21 1 T S I agar (Tipie Sugar-Iron agar) 41 47 NALIDIXIC ACID SENSIBILITATEA 41 21 2 Mediul MIU (Mobilitate-Indol-Uree) LA 41 21 3 Mediul M I L F (Mobilitate-Indol- 41 48 NIACINA PRODUCEREA DE Lizindecarboxilază-Fenilalanin-deza- 41 49 NITRAȚ1, REDUCEREA minază) 41 50 NITRIȚI, REDUCEREA 41 22 DECARBOXILAREA AMINOACIZI-LOR TESTE DE 41 51 NOVOBIOCINA TEST DE SENSIBILITATE LA 41 23 DIGESTIE TESTE DE 41 52 O 129 TEST DE SENSIBILITATE LA 41 24 DIOXID DE CARBON (СО,) NECE- 41 53 ONPG TESTUL SITATEA ' 41 54 OPTOCHIN SENSIBILITATEA LA 1101 41 55 OREZ DECORTICAT CREȘTEREA PE 41 56 OXIDARE-FERMENTARE (OF), TESTUL 41 57 OXIDAZA (INDOFENOLOXI-DAZA), TEST PENTRU BACTERII 41 58 OXIDAZA (FENOLOX1DAZA) TEST PENTRU LEVURI 41 59 PATOGENITATE, TESTE DE 41 59 1 Bacilul difterie, testul de toxigeneză in vivo 41 59 2 Bacilul difterie, testul de toxigeneză in vitro, testul Elek 41 60 PIGMENTOGENEZA TESTE DE 41 61 PIRAZINAMIDAZA, TEST 41 62 PIRUVAT, UTILIZAREA 41 63 PYR (PIROLIDONILAR1LAMI- DAZA), TEST 41 64 PORFIRINA TEST DE FORMARE A 41 65 ROȘU METIL, TESTUL CU 41 66 SXT, TESTUL 41 67 TELUR1T TESTUL DE TOLERANȚĂ /REDUCERE 41 67 1 Testarea enterococilor 41 67 2 Testarea micobacteriilor 41 68 TEMPERATURA CAPACITATEA DE CREȘTERE LA VARIATE 41 68 1 Testarea cocilor gram-pozitivi catalazo-negativi 41 68 2 Testarea campilobacteriilor 41 69 TIOFEN-2-CARBOXILIC ACID HIDRAZIDA (TCH), SENSIBILITATEA LA 41 70 TIROZINĂ HIDROLIZA 41 71 TRANSFORMARE CALITATIVĂ TESTUL DE 41 72 TRICHOPHYTON NECESITĂȚI NUTRITIVE 41 73 TWEEN 80, HIDROLIZA 41 74 UMFLAREA CAPSULEI (TESTUL QUELLUNG) 41 75 UREAZA PRODUCEREA DE 41 76 VANCOMICINĂ SENSIBILITATEA LA 41 77 VOGES-PROSKAUER TEST 41 77 1 Testarea bacililor gram-pozitivi care endosporulează aerob 41 77 2 Testarea streptococilor 41 11 3 Testarea enterobacteriaceelor 41 77 4 Testarea vibrionilor 41 1 ACETAT, UTILIZAREA Indicații: Diferențiază Escherichia coli inactivă de Shigella Diferențieri între numeroși bacili gram-negativi nefermentativi Principiu: Bacteriile care asimilează acetatul cresc și alcalinizează un mediu mineral de bază care le oferă acest nutrient ca sursă de carbon Proba: suspensie puțin densă din cultura tânără purificată Necesar: Mediul mineral de bază cu 0,2% acetat de sodiu Clorură de sodiu, NaCl Sulfat de magneziu, MgS0; 7H,0 Fosfat de amoniu monobazic, NH4H,PO4 Fosfat bipotasic anhidru, К J1PO4 Acetat de sodiu, CH3COONa Agar Albastra de bromtimol soluție 0,2% Apă distilată 5,Or 0,2g l Og l Og 2,0g 20,0 g 40,0 mL 960,0 mL Dizolvă sărurile în apă și ajustează la pH 6,8 cu soluție IN de NaOH Filtrează dacă este necesar Adaugă și topește prin încălzire agarul Adaugă soluția indicatorului Repartizează 2,5-3 mL în tuburi 12/120 mm și autoclavează 15 min la 121°C Solidifică în pantă Notă' Toată sticlăria utilizată pentru prepararea și condiționarea acestui mediu trebuie să fie neutră și perfect curată 1102 Procedura: însămânțează o singură strie pe panta cu mediul mineral de bază -acetat, Incubează 18-24 ore la 37°C Urmărește creșterea și virajul indicatorului Reincubeazâ până la 48 ore tuburile negative Citire și interpretare Test pozitiv: Culoarea albastră + strie de cultură Test negativ: Culoare verde; absența culturii Controlul de calitate Martor pozitiv: Escherichia coli Martor negativ: Edwardsiella tarda • 41 2 ADN-aza, TESTUL DE PRODUCERE A Indicații: Capacitatea de a depolimeriza moleculele de ADN în oligo- și mono-nucleotide este utilă pentru diferențieri între Serratia și Enterobacter, subgenurile Moraxella și Branhamella, numeroasele genuri și specii ale bacililor gram-negativi nefermentativi, biovarurile de Campylobacter jejuni, C coli și C lariclis Principiu: ADN-aza, o enzimă extracelulară, depolimerizează ADN Developarea reacției o facem diferențiat fie prin albastru de toluidină O incorporat în mediul de cultură agarizat, fie printr-o soluție precipitantă de acid clorhidric cu care inundăm suprafața mediului după apariția culturii • Albastrul de toluidină O formează cu ADN un complex albastra, în timp ce produșii de degradare rezultați sub acțiunea ADN-azei se colorează metacromatic în roz până la roșu • Soluția IN de HC1 precipită ADN, dar nu și oligo- sau mono-nucleotidele rezultate sub acțiunea ADN-azei Proba: Cultura de pe panta mediului TSI sau de pe mediul agarizat de purificare Necesar: • La testarea bacteriilor nepretențioase nutritiv Agar pentru dezoxiribonuclează Acid dezoxiribonucleic 2 g Digestie pancreatică de cazeină USP 15 g Digestie papainică din faină de soia USP 5 g Clorură de sodiu, NaCI 5 g Agar 15 g Albastru de toluidină O soluție apoasă 0,25% 40 mL Apă distilată 960 mL Dizolvă ingredientele în apă prin încălzire cu agitare frecventă; fierbe 1 min Ajustează la pH 7,3 Autoclavează 15 min la 121°C Răcește și toarnă plăci • La testarea campilobacteriilor (1) Agar sânge pentru anaerobi suplimentat cu 2 g ADN/L (2) Soluție IN de HC1 " Procedura: însămânțează tulpina în striu pe jumătatea unei plăci cu mediul de testare Incubează placa în condițiile de temperatură și atmosferă particulare izolatelor testate până la apariția culturii La testarea campilobacteriilor inundă suprafața plăcii cu soluția IN de HC1 1 103 Citire și interpretare: • La developarea cu albastru de toluidină Test pozitiv: Haloul roz până la roșu în jurul coloniei sau striei de creștere bacteriană Test negativ: Absența oricărei zone roz/roșii în jurul creșterii bacteriene Reincubează testul negativ încă 24 ore înainte de înregistrarea rezultatului • La developarea cu soluție de HCI: Test pozitiv: Halou clar de circa 2 mm în junii striei de creștere bacteriană pe fondul de opacifiere a mediului determinată de precipitarea ADN Test negativ: Absența oricărei zone clare în jurul creșterii bacteriene Controlul de calitate: Martor pozitiv: Serratia marcescens sau Moraxella (Branhamella) catarrhalis: Campylobacter jejuni biovar II Martor negativ: Enterobacter aerogenes\ Campylobacter jejuni biovar I 41 3 ADN-aza TERMOSTABILĂ (TERMONUCLEAZĂ), TESTUL Indicații: Identificarea Staphylococcus aureus inclusiv a tulpinilor coagulazo negative și a 5 schleiferi Depistarea multiplicării S aureus în hemoculturi sau alimente Principiu: Dintre toate speciile de stafilococi cu interes medical numai S aureus și S schleiferi produc ADN-ază temiostabilă ADN este incorporat într-un mediu care conține numai agar și albastru de toluidină în prezența ADN-azei eliberată anterior în bulion nutritiv de cultura tulpinii testate sau eliberată de S aureus multiplicat într-un aliment, culoarea mediului se schimbă de la albastru la roz prin modificarea raporturilor sferice dintre ADN, nucleotide, colorant și agar Metoda diferențiază ADN-aza termolabilă de cea temiostabilă dacă testăm în paralel proba ca atare și după încălzire 15 min la 100°C Proba: Cultura de 24 ore la 37°C a tulpinii de testat în bulion infuzie cord-creier Hemocultură pozitivată Extract de aliment Prelucrarea alimentelor pentru testul termonucleazei: (1) Alimente solide: omogenizează 20 g aliment cu 5 g lapte degresat în 40 mL apă distilată Alimente lichide: omogenizează 100 mL aliment cu 5 g lapte degresat Laptele poate fi testat ca atare (2) Acidifică amestecul Ia pH 3,8 cu soluție IN de HCI (3) Centrifughează 20 min la 4500xg (4) Decantează și tratează supematantul cu o picătură de acid tricloracetic (5) Centrifughează 20 min Ia 4000xg și îndepărtează supematantul (6) Suspensionează sedimentul într-un tampon TRIS pH 9,0* și lasătubul 15 min la temperatura camerei (7) Ajustează la pH 8,5 cu soluție 2N de NaOH și completează volumul la 2 mL cu tampon TRIS pH 9,0 * t (8) Fierbe cei 2 mL 15 min în baie de apă și răcește ^Soluția A: Hidroximetilaminometan 24,23 g Apă diatilată 1000,0 mL Soluția B: Soluție 0, IN de HO Amestecă 25 mL soluție A cu 5,3 mL soluție В și 69 7 mL apă distilată 1104 Necesar: Mediul pentru termonuclează ADN 0,3 g Agar granule Difco 10,0 g CaCL soluție 0,0IM 1,0 mL NaCI" ’ 10,0 g Albastru de toluidină soluție O,1M 3,0 mL - Tampon TRIS 0 05M pH 9,0* ad 1000,0 mL Dizolvă ADN-ul în 10 mL apă distilată Adaugă, pe rând, restul ingredientelor și fierbe amestecul până la completa dizolvare a solidelor Adaugă colorantul Nu necesită sterilizare Repartizează volume de 3 mL mediu în tuburi care pot fi închise ermetic Conservat la 22°C, mediul poate fi utilizat în interval de 6 luni Procedura: Topește și toarnă câte 3 mL mediu în plăcuțe din plastic cu diametrul de 3 cm Stanțează în agarul solidificat godeuri cu diametrul de 2 mm Repartizează în godeuri probele ca atare și după încălzire 15 min în baie de apă la fierbere pentru evidențierea termonucleazei Incubează plăcuțele la 37°C cu citiri după 1, 2, 3, 4 și 24 ore Citire și interpretare: Test pozitiv: în jurul godeului mediul virează de la albastru la roz cu zonă albastru închis la periferie Test negativ: Culoarea mediului nemodificată, albastru palid sau galben verzui Controlul de calitate: Martor pozitiv: Staphylococcus aureus Martor negativ: S epidermidis 41 4 AMIDON, HIDROLIZA Indicații: Identificarea unor specii de Bacillus, Gardnerella vaginalis ș a Principiu: Derivații din hidroliza amidonului inclus într-un mediu agarizat sunt areactivi cu soluția Lugol și nu pot fi precipitați prin etanol Proba: Cultura în creștere activă a tulpinii de identificat Necesar: Mediul de cultură cu amidon (1) Pentru bacteriile nepretențioase: agar-amidon Amidon de cartof 10 g Apă distilată 50 mL Agar nutritiv 1000 mL Mojarează amidonul cu apa Omogenizează crema groasă obținută în agar nutritiv topit Autoclavează 10 min la 115°C (supraîncălzirea poate hidroliza amidonul) Repartizează în plăci (2) Pentru Gardnerella vaginalis poți utiliza alternativ: • Agar Mueller-Hinton cu 1% amidon (preparat ca mai sus) și suplimentat cu 5% (v/v) ser de cal • Agar Columbia cu 1% glucoză, 1% proteoză peptonă nr 3 și 1% amidon Revelator: Soluție Lugol sau etanol 95° 1105 Procedura: Cultivarea însămânțează în striu tulpina de testat pe placa cu mediul de testare Incubează cultura 3-5 zile în condiții de temperatură și atmosferă particulare izolatelor testate Developarea: inundă suprafața plăcii cu soluția Lugol sau cu etanol 95° în ultimul caz lasă plăcile în repaus 30 min înainte de citire Citire și interpretare: Test pozitiv: La developarea cu soluție Lugol în jurul culturii apar zone clare pe fondul devenit albastru al mediului cu amidonul nehidrolizat La developarea cu etanol în jurul culturii apar zone clare pe fondul devenit alb-lăptos al mediului cu amidon nehidrolizat Unele tulpini de Bacillus spp produc arii restrânse de hidroliză care pot fi depistate numai după raclarea și îndepărtarea culturii Test negativ: Absența ariilor clare în jurul culturii sau subcultură Cu revelatorul folosit, mediul ia culoarea caracteristică reacției amidonului nehidrolizat Controlul de calitate: Martor pozitiv: Bacillus subtilis Martor negativ: Escherichia coli 41 5 ARGININA, HIDROLIZA Indicații: Identificarea unor enterococi, streptococi viridans, bacili gram-negativi fermentativi și nefermentativi Metode diferite sunt necesare pentru testarea arginin-hidrolazei produse de către bacteriile fennentative și de către pseudomonade sau alți bacili gram-negativi nefermentativi 41 5 1 Testarea bacteriilor fermentative Principiu: Amoniacul eliberat prin hidroliza argininei dă cu reactivul Nessler o culoare brună Proba: Colonii de streptococi proaspăt izolați pe agar sânge; colonii de bacili gram-negativi din cultură purificată pe mediul diferențial lactozat Necesar: (1) Bulion arginină Peptonă/triptonă 5,0 g Extract de levură 5,0 g K2 HPO4 2,0 g Glucoză 0,5 g D- sau L- arginină-HCl 3,0 g Apă distilată 1000,0 mL Dizolvă ingredientele prin încălzire, ajustează la pH 7,0, fierbe, filtrează și autoclavează 20 min la 115°C Alternativ poate fi utilizat mediul Moeller (41 21 ) (2) Reactivul Nessler: Dizolvă 5g iodură de potasiu în 5 mL apă proaspăt distilată Adaugă fracționat soluție rece, saturată, de biclurură mercurică până când persistă un 1106 ușor precipitat după agitare Adaugă 40 mL soluție 9N de NaOH Diluează la 100 mL cu apă distilată Lasă în repaus 24 ore Păstrează reactivul în flacon brun Notă: apa utilizată pentru preparare trebuie să fie lipsită de amoniu Procedura: Cultivă tulpina 24-48 ore la 37°C în bulion-arginină Adaugă câteva picături de reactiv Nessler Citire și interpretare: Test pozitiv: Apariția unei culori brune indică hidroliza argininei Test negativ: Absența culorii brune Controlul de calitate: Martor pozitiv: Enterococcusfecalis Martor negativ: Streptococcus bovis 41 5 2 Testarea psendomonadelor Principiu: Amoniacul format anaerob din arginină, condiție care previne apariția de metaboliți alcalini prin oxidarea peptonei, este detectat prin virajul indicatorului din mediu Proba: Cultură tânără pe mediu agarizat Necesar: Mediul Thornley Peptonă NaCI K,HPO4 Roșu fenol L-Arginină-HCl Agar Apă distilată 1,00 g 5,00 g 0 30 g 0,01 g 10,00 g 3,00 g 1000,00 mL Dizolvă solidele prin încălzire Repartizează volume de 3 mL în tuburi 10/ 100 mm Autoclavează 20 min la 115°C Solidifică în coloană Procedura: însămânțează tulpinile testate prin înțepare în coloana de mediu Acoperă cu ulei de parafină steril Incubează 3 zile la 37°C Citire și interpretare: Virajul indicatorului la roșu prin alcalinizarea mediului indică formarea de amoniac prin hidroliza argininei, Controlul de calitate: Martor pozitiv: Pseudomonas aeruginosa Martor negativ: Burkholderia cepacia 41 5 3 Testarea vibrionilor cu interes medical Procedează ca la 41 5 2 Folosește mediul Thornley suplimentat cu NaCI până la concentrația finală de 1% în caz de rezultat negativ urmărește testul până la 7 zile Controlul de calitate: Martor pozitiv: Vibrio fumisii Martor negativ: Vibrio mimicus 1107 41 6 ARILSULFATAZA, TESTUL Indicații: Identificarea unor specii de micobacterii Principiu: Arilsufataza produsă de anumite specii de Mycobacterium ori de Nocardia nova degradează moleculele ester-sulfaților Dacă substratul oferit este bisulfatul tripotasic de fenolftaleină, arilsulfataza îl degradează cu eliberarea fenolftaleinei care este depistată prin culoarea roșie produsă de alcalinizarea mediului cu câteva picături din soluția de amioniac sau carbonat de sodiu Proba: Colonii izolate din cultură tânără Necesar: (1) Substrat: Fenolftaleină-disulfat tripotasic 65 mg Glicerol 1 mL Agar Dubos cu acid oleic 100 mL Topește agarul, adaugă și omogenizează ingredientele Repartizează volume de 2 mL în tuburi de 16/125 mm cu capac înșurubat Autoclavează 15 min la 121 °C Solidifică în poziție dreaptă Conservă la 4°C Comercial: Wayne Arylsulfatase Agar produs de BD Microbiology Systems Cockeysville, MD USA Alternativ, poate fi folosit bulionul Middlebrook 7H9 cu 2% glicerol și 0 2% fenolftaleină-disulfat tripotasic repartizat câte 3 mL în tuburi 16/125 mm cu capac înșurubat (2) Revelator: Soluție IM de carbonat de sodiu Na,CO3 10,6 g Apă distilată 100,0 mL Procedura: Prepară o suspensie din organismul de testat și inoculează câte 1 -2 picături în 2 tuburi cu substrat Incubează 3 zile la 37°C și testează primul tub pentru eliberarea fenolftaleinei prin adăugarea a 1 mL soluție de Na,CO,/tub cu substrat agarizat sau 4-5 picături/tub cu substrat în bulion în caz de reacție negativă, testează al doilea tub după 14 zile de incubare Citire și interpretare: Test pozitiv: Apariția culorii roșii (+++), roz(++) sau roz pal(+) Test negative' Nicio modificare de culoare Controlul de calitate: Martor pozitiv: Mycobacterium fortuitum > Martor negativ: M avium-intracellularae 41 7 ASCOSPORI, TESTUL DE FORMARE A > Indicații: Identificarea levurilor ascosporogene Principiu: Ascomicetele, în condiții favorabile de mediu, formează asce cu ascospori care sunt acido-rezistenți și pot fi observați pe frotiuri colorate prin metoda Kinyoun Proba: Colonii izolate din cultura pură în creștere activă 1108 Necesar: (1) Agar-acetat sau agar cu extract de malț • Agar-acetat Acetat de potasiu Extract de levură Glucoză , Agar Apă distilată 0,0 mg 2 5 a 1,0 g 30,0 g 1000,0 mL Dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Autoclavează 15 min la 121 °C ^Repartizează aseptic pentru solidificare în pantă sau câte 15 mL în plăci Petri • Agar cu extract de malț Extract de malț Peptonă Glucoză Agar Apă distilată Prepară ca mai sus 20,0 g 1,0 g 20,0 g 20,0 g 1000,0 mL (2) Trusa pentru colorația Kinyoun Procedura: însămânțează levură de identificat pe o pantă sau placă cu agar-acetat sau agar cu extract de malț și incubează la 30°C Controlează zilnic apariția ascosporilor pe frotiul din cultură colorat Kinyoun Citire și interpretare: Apariția unor structuri acido-rezistente cuprinse în asce indică ascospori, test pozitiv Un rezultat negativ poate fî înregistrat numai după 10 zile de urmărire a culturii Controlul de calitate: Martor pozitiv: Saccharomyces cerevisiae Martor negativ: Candida albicans 41 8 BACITRACINA, TEST DE SENSIBILITATE LA Indicații: Diferențierea prezumtivă a streptococilor P-hemolitici în streptococi de grup A și non-grup-A Principiu: Creșterea steptococilorgrup A este specific inhibată de concentrații mici ale bacitracinei Dacă numai 0,5% din tulpinile de S pyogenes sunt rezistente la bacitracină, 5-10% dintre streptococii non-A (mai ales din grapele В, C și G) pot fi sensibili Proba: Colonii (3-hemolitice bine izolate pe agar-sânge sau cultură tânără în bulion Necesar: (1) Plăci cu agar-sânge de berbec (2) Discuri diferențiale cu 0,04 U sau 0,1 U bacitracină Procedura: Prelevă cu ansa 3-4 colonii P-hemolitice sau o ansă din cultura în bu] ion Etalează inoculul pe 1/4 din placa cu agar-sânge în striuri strânse și suprapuse în 3 direcții Plasează în centrul ariei însămânțate un disc cu bacitracină Incubează peste noapte la 35°-37°C 1109 Nu efectua testul în cultura primară a tamponului faringian deoarece are sensibilitate nesatisfacătoare comparativ cu testarea subculturii pure (0,5-0 65 versus 0 95) Citire și interpretare: Test pozitiv Orice zonă de inhibiție a creșterii înjurai discului cu 0,04 U bacitracină Zonă de inhibiție cu diametrul ? 11 mm înjurai discului cu 0,1 U Test negativ Absența zonei de inhibiție, respectiv inhibiție cu diametral mai mic dc 11 mm în jurul discului cu 0,1 U bacitracină Controlul de calitate: Nu utiliza la testare discurile de 10 U bacitracină Inoculul trebuie să fie suficient de dens pentru creșterea confluentă, dar nu excesivă, a tulpinii testate Un inocul mai puțin dens dă frecvent rezultate fals pozitive Martor pozitiv: Streptococcuspyogenes Martor negativ: Streptococ (3-hemolitic non-grup A verificat rezistent la bacitracină 41 9 BILA-ESCULINA, TESTUL CU Indicații: Identificarea enterococilor și streptococilor grup D Probabil testul ccl mai fidel Principiu: Enterococii și streptococii grup D cresc pe mediul cu 40% bilă și hidrolizează esculina cu eliberare de glucoză și un compus neglucidic, esculetina (dihidroxicumarină), care reacționează cu sărurile de fier dând naștere unui produs de culoare neagră Proba: Colonii izolate pe agar-sânge Necesar: Agar bilă-esculină Extract din came de vită 3 0 g Peptonă 5,0 g Bilă de bou uscată 40,0 g Agar 15,0g Citrat feric 0,5 g Apă distilată 1000,0 ml Dizolvă extractul de came, peptonă și agarul în 400 ml apă prin încălzire, iar citratul feric în 100 ml Amestecă bila cu alți 400 ml apă Combină și omogenizează soluțiile între ele încălzește amestecul 15 min la 100 C apoi autoclavează 15 min la 121°C și răcește la 50°C Adaugă aseptic 100 mL din soluția 1% esculină (dizolvă, prin încălzire ușoară, 1 g esculina în 100 mL apă distilată și sterilizează prin filtrare) Repartizează aseptic mediul în plăci sap tuburi pentru solidificate în pantă Mediul conservat la 4°C poate fi utilizat 1-2 săptămâni Procedura: însămânțează cu 1-3 colonii o pantă sau un striu fin pe 1/2 a unei plăci cu agar bilă-esculină Incubează la 37°C peste noapte și încă 24 ore în caz de rezultat negativ Citire și interpretare: Test pozitiv Creștere și înnegrire a mediului din placă sau cel puțin jumătate din pantă Test negativ Lipsa de înnegrire a mediului chiar în prezența unei culturi 1110 Controlul de calitate: Concentrația de 40% bilă în mediu este critică La concentrații mai mici pot cultiva și streptococii viridans care hidrolizează esculina și dau test fals pozitiv Unii streptococi viridans pot da testul cu bilă-esculină pozitiv în culturi incubate în atmosferă cu СО, Martor pozitiv: Enterococcus spp sau steptococ grup D Martor negativ: Streptococ viridans 41 10 BILOLIZA, TEST Indicații: Identificarea prezumtivă a pneumococilor Principiu: Toți pneumococii capsulați, dar nu toate variantele necapsulate, sunt lizați de bilă Bila sau sărurile biliare activează autolizina N-acetilmuramil-L-alanin-amidază determinând liza culturilor de pneumococi prin atacarea peptidoglicanului In culturi inactivate prin căldură sau bătrâne autolizina este inactivată și liza nu se mai produce De asemenea, reacția nu are loc la pH sub 6,8 Proba: Colonii izolate pe agar-sânge în cultură tânără, viabilă Alternativ, cultură pură de 18 ore a tulpinii testate în bulion infuzie sau digestie cu ser sangvin Cultura în medii glucozate nu este satisfăcătoare fiind prea acidă Necesar: (1) Soluție 10% dezoxicolat de sodiu în apă distilată Rămâne activă la temperatura camerei timp de 12 luni (2) Soluție salină izotonă (SSI) Procedura: Sunt posibile două metode Metoda 1: Prepară o suspensie a organismului de testat în SSI cu turbiditatea etalonului de 0,5-1 Mc Farland și repartizează câte 0,5 mL în două tuburi într-un tub adaugă 0,5 mL soluție dezoxicolat de sodiu, iar în celălalt 0,5 mL apă distilată Incubează 2 ore la 35°-37°C ’ Metoda 2\ Depune o picătură din soluția de dezoxicolat sodiu direct pe o colonie (sau o zonă cu colonii dense) a tulpinii de testat Lasă placa 15 min la temperatura camerei sau la 35°-37°C până când reactivul se usucă Nu mișca placa în acest interval pentru a preveni spălarea unor colonii a-hemolitice Citire și interpretare: Metoda 1: Compară cele două tuburi ale reacției Test pozitiv Clarificarea suspensiei în tubul cu dezoxicolat, dar nu și în tubul cu apă distilată Test negativ: Opacitate identică în cele două tuburi Variantele necapsualte ale pneumococilor pot suferi o liză parțială, „solubilizare parțială” Metoda 2: Examinează sub lupă coloniile Test pozitiv: Liza pneumococilor evidentă prin deprimare centrală și dispariția coloniei, care lasă numai o amprentă înconjurată de a-hemoliza inițială a coloniei Test negativ: Colonii nemodificate Control de calitate: Martor pozitiv: Streptococcus pneumoniae Martor negativ: Streptococ viridans 1111 41 11 CÂMP*, TEST Indicații: Identificarea prezumtivă a steptococilor grup B; diferențieri între listerii Principiu: Streptococii grup В produc un factor difuzibil, factorul CÂMP, care acționează sinergie cu (B-lizina stafilococică determinând liza completă a hematiilor de berbec sau de bou Când tulpina de streptococ și stafilococul indicator sunt însămânțate liniar pe o placă cu agar-sânge de berbec sau de bou, efectul poate fi bine observat după ~ 6 ore de incubare la 37°C în atmosferă cu 3-5% СО, sau după 18 ore în atmosferă normală Pe același principiu se bazează diferențierea listeriilor dacă folosim ca tulpină indicatoare 5 aureus pentru L monocytogenes sau L seeligeri și Rhodococcus equi pentru L ivanovii Proba: Colonii de streptococi [3- sau a-hemolitici si chiar nehemolitici dacă circumstanțele izolării și testele preliminare (testul bilă-esculină negativ) sugerează posibilitatea unui streptococ grup B Necesar: (1) Plăci cu agar-sânge de berbec Cele mai bune rezultate le dă agarul cu tripticază din soia și hematii de berbec sau bou spălate și resuspensionate la volum în soluție salină izotonă (2) Tulpina indicator de S aureus sau discuri din hârtie de filtru impregnate cu P-lizină stafilococică Procedura: (1) însămânțează un singur striu din tulpina indicatoare pe un diametru al plăcii (2) însămânțează în striuri fine, lineare, de cca 2 cm lungime, perpendicular pe striul tulpinii indicator, dar fără a o atinge, tulpinile de testat și tulpinile martor (3) Incubează plăcile peste noapte la 37°C Când utilizezi discuri impregnate cu â-lizină, însămânțează tulpinile de testat și martorii în striuri fine radiare până în apropierea discului Citire și interpretare: Test pozitiv: Lărgirea cuneiformă, în vârf de săgeată sau în flacără a ariei de hemoliză produsă de cultura stafilococului sau discul cu P-lizină la joncțiunea cu stria de streptococ B Test negativ: Nici o modificare a hemolizei Controlul de calitate: Martor pozitiv: Streptococcus agalactiae Martor negativ: Streptococ grup D 41 12 CARBOHIDRAȚI, ACID DIN Multe bacterii și levurile degradează carbohidrații fermentativ, o serie de bacterii o fac numai oxidativ, iar altele sunt azaharolitice (vezi testul Oxidare/Fermentare: 41 54) Degradarea fermentativă a carbohidraților generează cantități mai mari de acizi decât cea oxidativă Acesta este motivul pentru care zaharoliza prin bacteriile nefermentative o urmărim pe medii lipsite de peptonă compus care generează metaboliți alcalini neutralizând ai cantităților limitate de acid rezultate din degradarea oxidativă în general, apariția metaboliților acizi o urmărim prin indicatorii adecvați de pH și numai excepțional recurgem la măsurători electrometrice * Acronim derivat din inițialele prenumelor autorilor: Christie Atkins Munch-Petersen 1112 41 12 1 Carbohidrați și compuși înrudiți folosiți pentru testele de identificare Variații carbohidrați incluși în mediile de identificare sunt clasificați în tabelul 41-1 Curent, pentru prepararea mediilor de identificare utilizăm soluții 10% de carbohidrat cu excepția dextrinei (40%), amidonului (2%) și esculinei (1%) Autoclavarea alterează unii carbohidrați Mediul alcalin și anumite ingrediente din mediile de cultură (peptone fosfați) fac carbohidrații și mai sensibili la degradarea termică Glucoza autoclavată în prezența fosfaților generează substanțe bacteriostatice De aceea soluțiile de carbohidrați sterilizate separat, sunt adăugate aseptic la mediul de bază sterilizat uzual prin autoclavare Metoda de elecție pentru sterilizarea soluțiilor de carbohidrați este filtrarea Alternativ, pot fi sterilizate prin tyndalizare după adăugarea a 1-2 picături de acid fosforic pentru a exclude eventualitatea unei soluții alcaline Tabelul 41-] Carbohidrați folosiți pentru testele de identificare a bacteriilor și levurilor Clasa Substanța Concentrație % indicată în apă (w/v) la 20°C Observații Peptoze Arabinoză 40 Xiloză 50 Metilpentoze Ramnoză 40 Hexoze Fructoză 50 Galactoză 30 Glucoză (Dextroză) 50 Manoza 50 Sorboză 40 Dizah aride Celobioză 10 Lactoză 15 Maltoză 50 Melibioză 10 Trehaloză 25 Zaharoză 50 Trizaharide Melizitoză 10 Rafmoză 10 Polizaharide Amidon solubil 2 Solubil în apă caldă Dextrină 5 Prin încălzire 25 Glicogen 5 Soluție opalescentă Inulină 20 La 70°C: soluția poate fi ușor opalescentă Glicozide Amigdalină 7,5 Arbutină 10 Esculina 0,1 Prin încălzire 7,5 Salicină 3 Alcooli Adonitol 40 Dulcitol 5 Prin încălzire Eritriol 40 Glicerol Solubil în toate proporțiile Manitol 15 Sorbitol 50 1113 Tabelul 41-1 (continuare) Acizi organici Dextro- Levo-, Meso-, Tartrat 139 125 Meso-Tartratul Citrat 59 Mucat 0 3 Prin încălzire 1,66 Gluconat 31 Malonat 150 Non-carbohidrați Inozitol 15 41 12 2 Indicatorii de pH Indicatorii de pH folosiți pentru prepararea mediilor de identificare, diferențiale, ori ca simpli revelatori de reacție utilizați în bacteriologic, sunt prezentați în tabelul 42-4 Cei mai greu solubili în apă pot fi solviți în etanol sau soluții diluate de alcali Aparte este descrisă prepararea mai complexă a indicatorului Andrade și a tincturii de turnesol (vezi 42 5 1 ) 41 12 3 Acizi produși fermentativ din carbohidrați și compuși înrudiți Indicații: Identificarea a numeroase bacterii și levurilor Principiu: Fermentarea unui anume carbohidrat sau compus înrudit este legată de o enzimă specifică Poate fi studiat spectrul fermentativ dacă, la un mediu nutritiv bază lipsit de zaharuri fermentabile, sunt adăugați separat carbohidrați specifici în proporție de 0,5-1% pentru bacterii, 3% pentru levuri Fermentarea carbohidratului determină acidifierea mediului sesizată printr-un indicator de pH adecvat Fermentarea zaharurilor cu producere de gaz are anume semnificații pentru enterobacteriacee și levuri Este urmărită în mediile lichide printr-un tub Durham imersat în mediu, iar în mediile gelificate prin bule de gaz care fragmentează coloana de mediu însămânțat în profunzime Pentru bacilii gram-negativi fermentativi are semnificație numai formarea gazului din glucoză Apariția de gaz în medii cu alți carbohidrați se datorează tot fermentării glucozei formată în prima parte a reacției La levuri indicatorul de fermentare a zaharurilor este metabolitul final СО,, deși pot să apară și metaboliți intermediari acizi Proba: Cultură tânără purificată pe mediile adecvate pentru fiecare grup de organism testat Necesar: Folosește, diferențiat cu bacteriile testate, medii cu calități nutritive adecvate Consultă nota de la punctul (1) \i (1) Pentru bacilii gram-negativi fermentativi nepretențioși Mediul de bază indicator Digestie pancreatică de cazeină 10 g NaCl 5 g Indicator Andrade 10 mL Apă distilată ad 1000 mL Amestecă și dizolvă ingredientele de bază prin încălzire până la fierbere Ajustează la pH 7,4 Repartizează în volume de 90 mL și autoclavează 20 min la 121°C 1114 Mediul complet Mediul de bază indicator 90 mL *Carbohidratul ales, soluție 10% 10 mL Adaugă aseptic soluția de carbohidrat la baza nutritivă indicator sterilă Repartizează aseptic câte 3 mL în tuburi sterile 12/120 mm Introdu tuburi Durham inversate în tuburile cu mediul glucozat Menține tuburile în vapori fluenți timp de 30 min Mediul cald este roz, dar culoarea pălește o dată cu răcirea Notă\ Unii carbohidrați pot acidifia mediul în asemenea cazuri adaugă din soluția 0,lN de NaOH până la restaurarea culorii inițiale a mediului Carbo-ți hidrații mai puțin solubili (tabelul 41-1) pot fi adăugați și solviți direct în mediul de bază indicator, după care mediul este sterilizat (2) Pentru vibrioni folosește mediul indicat la punctul (1), dar suplimentat cu NaCl până la concentrația finală de 1% (3) Pentru bacilii gram-negativifermentativi pretențioși, care cresc greu în medii cu peptonă (e g , Kingella') testarea poate fi făcută pe mediul pentru neisserii (vezi 41 12 4 ) (4) Testarea hemofililor poate fi făcută în bulion infuzie de cord sau cord-creier indicator prin 0,002 g% roșu fenol adiționat cu factori X și Naa 10 țig/mL si 1 % carbohidrat din soluții sterilizate prin filtrare (5) Pentru Gardnerella vaginalis Proteoză peptonă nr 3 20 g Roșu fenol soluție 0,2% 10 mL Agar 5 g Apă distilată 990 mL Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire Ajustează la pH 7,3 Repartizează în volume de 90 mL Autoclavează 20 min la 121°C Răcește la 50°C și adaugă aseptic 10 ml din soluția 10% carbohidrat sterilizată prin filtrare Repartizează aseptic volume de 3 mL mediu în tuburi 12/120 mm Solidifică mediul în coloană (6) Pentru streptococi Bulion infuzie cord 22,5 g Carbohidrat soluție 10% 100,0 mL Bromcrezol purpur soluție 1,6% în etanol 95° 1,0 mL Apă distilată 900,0 mL Reconstituie bulionul infuzie cord prin dizolvarea a 22,5 g mediu deshidratat în 900 mL apă distilată Combină soluțiile Repartizează 3-5 mL în tuburi 12/ 120 mm Autoclavează 10 min la 121°C (7) Pentru stafilococi și micrococi Triptonă 10g Extract de levură 1 g Bromcrezol purpur soluție 0,2% 20 mL **Agar 2g Apă distilată 980 mL vezi 41 12 1 numai la mediul semisolid pentru testarea fermentării în anaerobioză 1115 Amestecă și dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Repartizează volume de 90 mL și autoclavează 20 min la 121 °C Adaugă carbohidrații în proporție de 1% (2% trehaloza și manitolul), fie sub formă de soluții concentrate, fie substanță ca atare Omogenizează pentru solvire Asigură pH-ul final la 12 Repartizează volume de 3 mL (5 mL pentru fermentarea anaerobă) în tuburi 12/120 mm și autoclavează 15 min la 115°C 7,0 g 1,4 g 1400 mL (8) Pentru corinebacterii,pneumococi, este indicat mediul Hiss cu indicator Andrade • Prepararea apei peptonate Bactopeptonă Na,HPO4 Apă distilată Dizolvă ingeredientele în apă la cald Fierbe 30 min Ajustează la pH 7,4-7 8 cu soluție IN de NaOH Filtrează prin vată Repartizează câte 700 mL în baloane de 1L Autoclavează 20 min la 121°C Conservă la temperatura camerei și întuneric • Prepararea mediului Hiss Apă peptonată Ser normal de bou 700 mL 125 mL Omogenizează Sterilizează prin filtrare La nevoie poate fi sterilizat și fracționat: câte 20 min în vapori fhienți, 3 zile consecutiv (la pH-ul ușor alcalin al mediului serul sanguin nu coagulează la această temperatură) Conservă la temperatura camerei • Prepararea mediului de testare Mediul Hiss 825 mL Indicator Andrade 5,5 mL *Carbohidratul necesar 83,0 mL Repartizează aseptic volume de 2 mL mediu în tuburi de 12/120 mm Marchează tuburile și controlează sterilitatea prin incubare 24 ore la 37°C Conservat la 4°C, mediul poate fi folosit în interval de 3 luni (9) Pentru lactobacili folosește bulionul indicator MRS fără extract de carne și glucoză • Bulionul indicator MRS Peptonă din cazeină Extract de levură K2HPO4 Diamoniu citrat Sodium acetat MgSO4 7H2O MnSO4 4H2O Tween 80 Roșu clorfenol soluție 0,2% Apă distilată Amestecă și dizolvă ingredientele la c; volume de 90 mL Autoclavează 15 r 10,0 g 5,0 g 5,0 g 2,0 g 5,0 g 0,5 g 0,2 g 1,0 g 25,0 mL 975,0 mL 1 Ajustează la pH 6,2-6 4 Repartizează i la 121°C *soluții 10% glucoză, zaharoză, glicogen și 40% dextrină sterilizate conform indicațiilor de la 41 12 1 1116 • Mediul final Bulion indicator MRS 90 mL *Carbohidratul necesar 10 mL Adaugă aseptic soluția carbohidratului și repartizează volume de 3 mL în tuburi 12/120 mm (10) Pentru bacteriile anaerobe folosește ca mediu nutritiv de bază bulion VL sau bulion tioglicolat fără glucoză și indicator redox • Bulionul VL indicator Bulion VL 93,0 mL **Hemină soluție stoc 0,5% 0,1 mL Albastru de bromtimol soluție 0,2% 0,5 mL • Bulion tioglicolat indicator Bulion tioglicolat 93,0 mL Extract de levură 0,2 g **Hemină soluție stoc 0,5% 0,1 mL Albastru de bromtimol soluție 0,2% 0,5 mL Amestecă ingredientele și omogenizează Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 45-50°C și adaugă, aseptic, 0,1 mL din soluția stoc 0,1% de vitamină K1 (vezi 39 4 2 agar-sânge anaerob ACD) și 6,25 mL din soluția sterilă 10% a carbohidratului necesar Omogenizează și repartizează aseptic volume de 8,5 mL în tuburi de 16/160 mm Acoperă mediul cu un strat de 1-1,5 cm de ulei mineral steril Regenerează tuburile și răcește-le brusc în vederea utilizării (11) Pentru levuri folosește bulion indicator cu albastru de bromtimol Extract de levură 4,5 g Peptonă 7,5 g Albastru de bromtimol soluție 1,6% 1,0 mL Apă distilată 1000,0 mL Dizolvă în apă extractul de levură și peptonă Adaugă suficientă soluție de albastru bromtimol pentru a obține culoarea verde închis (circa 1 mL) Repartizează volume de 7,5 mL* ** *** în tuburi de 16/160 mm prevăzute cu tub Durham inversat Autoclavează 15 min la 121°C Răcește și adaugă aseptic în fiecare tub câte 3 mL din soluția de carbohidrat 10% sterilizată prin filtrare Utilizează următorii carbohidrați: glucoză, galactoză, lactoză, maltoză, trehaloză, zaharoză Procedura: Prepară din cultura de testat o suspensie cu densitatea etalonului 4 Mc Farland însămânțează în fiecare tub al galeriei de testare câte o picătură din această suspensie Pentru fiecare carbohidrat al galeriei păstrează câte un tub neinoculat Incubează toate tuburile la temperatura optimă: 35-37°C pentru bacterii; 25-30°C pentru levuri Pentru speciile cu creștere rapidă fa prima citire după 18-24 ore, iar pentru tuburile negative repetă citirea după alte 4 zile de incubare Citirea pentru bacteriile anaerobe trebuie făcută până la 7 zile, iar cea pentru levuri la cel puțin 7 zile * Soluție 10% sterilizată conform indicațiilor de la 41 12 1 ** Soluție stoc 0,5% de hemină: vezi 40 4 2 Agar-sânge anaerob CDC *** în coloană înaltă de mediu este favorizată fermentarea și evitată oxidarea 1117 Citirea și interpretarea Test pozitiv Virajul indicatorului în domeniul acid (tabelul 43-4) Apariția bulelor de gaz în tubul Durham sau în coloana de mediu glucozat însămânțat în profunzime La martorul neînsămânțat o eventuală scădere de pH nu trebuie să depășească 0 4U La levuri producerea de gaz este singurul criteriu pentru detectarea fermentării unui carbohidrat Test negativ Indicatorul nu își schimbă culoarea sau virează în domeniul alcalin Absența gazului la testarea levurilor La testarea anaerobilor virajul mediului spre galben deschis poate fi consecința unei simple reduceri a indicatorului în anaerobioză In acest caz adaugă câteva picături din soluție indicator de albastru bromtimol 0,2%; dacă mediul devine portocaliu, carbohidratul a fost fermentat, iar dacă devine verde rezultă că fermentarea nu s-a produs Controlul de calitate: Pentru bacilii gram-negativi fermentativi, corinebacterii și stafilococi este suficientă verificarea lotului de medii cu tulpini de enterobacteriacee alese din specii cu reacție pozitivă sau negativă la un anume carbohidrat Pentru levuri: Martor pozitiv: Candida albicans, C kefir și C tropicalis Martor negativ: Cryptococcus neoformans 41 12 4 Acid din carbohidrați oxidativ Indicații: Identificarea bacteriilor aerobe non-fermentative: bacili gram pozitivi care endosporulează aerob, neisserii, bacili și cocobacili gram-negativi non-fermen-tativi Principiu: Cantitățile de acid rezultate din zaharoliza oxidativă sunt relativ mici și pot fi neutralizate de alcalii produși prin metabolizarea peptonelor din mediile uzuale pentru testarea fermentării Proba: Cultura pură în creștere activă Necesar: (1) Pentru testarea bacililor și cocobacililor non fermentativi este indicat mediul cu sare de amoniu și carbohidrați • Mediul de bază indicator nh4h,po4 KC1 ‘ MgSO4 7H2O Extract de levură *Indicator Agar Apă distilată 1,0 g 0,2 g 0,2 g 0,2 g 4,0 mL 20,0 g 1000,0 mL Dizolvă solidele în apă prin încălzire Adaugă indicatorul Repartizează în volume de 90 mL și autoclavează 20 min la 115°C * Bromcrezol purpur sau albastru de bromtimol soluție 0,2% în etanol 50 1118 • Mediul complet Mediul de bază indicator 90 mL *Carbohidratul necesar soluție 10% 10 mL Topește mediul de bază indicator și răcește la ~60°C Adaugă aseptic și omogenizează soluția de carbohidrat Repartizează aseptic câte 2,5-3 mL în tuburi 12/ 120 mm și solidifică în pantă (2) Pentru neisserii recomandate sunt mediile fără ser sanguin deoarece unele seruri conțin o maltază care dă reacții fals pozitive cu maltoza Numai în lipsa unui mediu fără ser se poate recurge la mediul cu ser de iepure sau cobai, niciodată cu ser de cal Mediul fără ser Flyn-Waitkins folosește ca bază nutritivă agarul GC Oxoid, care conține peptonă specială L72 (digestie enzimatică vegetală și de carne), amidon (neutralizant prin adsorbție, a metaboliților toxici produși de neisserii) și un tampon fosfat (neutralizant al aminelor care pot masca acizii produși în cantități reduse prin oxidarea carbohidraților) • Mediul de bază indicator Agar bază GC (Oxoid) 970 mL ** Supliment C-H 20 mL Roșu fenol soluție 0,2% lOmL Topește agarul bază GC Adaugă și omogenizează, pe rând, suplimentul C-H și indicatorul Repartizează volume de 90 mL și autoclavează 10 min la 121°C ’• Mediul complet Mediul de bază indicator 90 mL ***Carbohidrat soluție sterilă 10% 10 mL Topește mediul de bază indicator Răcește la ~60°C; adaugă aseptic și omogenizează soluția de zahăr Repartizează aseptic câte 2,5-3 mL în tuburi de 12/120 mm și solidifică în pantă Procedura: însămânțează în fiecare tub o picătură din suspensia organismului de identificat cu densitate corespunzătoare etalonului 4 Mc Farland Lasă tuburile înclinate pentru absobția inoculului Incubează la 37°C aerob asigurând pentru neisserii un supliment de 5-10% CO2 Urmărește zilnic tuburile timp de 4 zile Citire și interpretare: Test pozitiv: Virajul indicatorului în domeniul acid Test negativ: Culoarea indicatorului nemodificată sau viraj în domeniul alcalin Controlul de calitate: Pentru bacilii gram-pozitivi care endosporulează aerob și bacilii gram-negativi nefermentativi, verifică loturile de medii cu tulpini de Bacillus și pseudomonade alese cu reacție pozitivă sau negativă la carbohidrații din bateria de testare Pentru neisserii alege martorii pozitivi pentru fiecare zahăr testat conform tabelului 29-3 Ca martori negativi poți folosi N elongata subps elongata sau Moraxella (Branhamella) catarrhalis * Excepție esculina și amidonul în soluții de 1% și respectiv 2% ** Supliment C-H : (a) L-Glutamină 1 g Apă distilată 90 mL (b) Nitrat ferric, FeNO4 50 mL Apă distilată lOmL Dizolvă separat și amestecă soluțiile (a) și (b) Ajustează la pH 7,6 *** Vezi41 12 1 1119 41 13 CATALAZA, TESTE PENTRU Indicații: Caracter diferențial pentru numeroase bacterii Micobacteriile pot fi diferențiate în raport cu cantitatea și termosensibilitatea catalazei produse Principiu: Catalaza este o hemoproteină care descompune peroxidul de hidrogen în apă și oxigen Bacteriile care o produc se protejează astfel de efectele letale ale peroxidului de hidrogen apărut ca metabolit final în metabolisbul aerob al carbohidraților 41 13 1 Testarea catalazei la bacteriile neacido-rezistente Proba: Culturi în creștere activă Putem folosi, în funcție de organismul testat: • Colonii izolate pe placa cu mediul nutritiv adecvat, preferabil fără sânge pentru a evita reacții fals pozitive datorate catalazei eritrocitare Dacă crește numai pe mediul cu sânge, folosește pentru testare raclat strict din suprafața creșterii • Cultură pură pe pantă de mediu fără sânge • Cultură în bulion nutritiv corespunzător Metoda 1: testul pe cultura în bulion, pe pantă de agar nutritiv sau suspensie de cultură în tub Necesar: Soluție 3% peroxid de hidrogen Soluție stoc, 30% H;O, (precauții) lOmL Apă distilată 90 mL Conservă amestecul în flacon brun Procedura: Testul în bulion nutritiv Adaugă la cultura de 18-24 ore a organismului testat 1 mL soluție 3% H,O, Testul pe pantă de agar-nutritiv întinde 1 mL soluție 3% H,O, peste cultura de 1824 ore a organismului testat cu tubul înclinat în mod adecvat ■*& Controlul plasmei pentru coagulabilitate este necesar la fiecare ședință de lucru Adaugă o picătură din soluția 5% de CaCl, la 0,5 mL plasmă Trebuie să apară cheag în 10-15 sec ' Martor pozitiv: Staphylococcus aureus Martor negativ: S epidermidis 1126 41 20 COLORANȚI, SENSIBILITATEA LA Indicații: Identificarea speciilor și biogrupelor de Brucella Principiu: Tionina, fucsină bazică și alți coloranți anilinici inhibă diferențiat, la anumite concentrații, Ocreșterea speciilor și biogrupelor de Brucella Proba: Cultură purificată pe agar-ser glucozat sau pe agar-tripticază din soia Necesar: (1) Soluții stoc de coloranți: Dizolvă colorantul în proporție de 0,1% (w/v) în apă distilată și încălzește soluția o oră în baie de apă la 100°C (2) Medii de cultură Agar-ser glucozat Bază nr 2 pentru agar-sânge (Oxoid) 40 g *Ser steril de cal 100 mL **D-glucoză soluție 25% (w/v) 40 mL Apă distilată 1000 mL Dizolvă agarul bază în apă prin încălzire Adaugă soluția stoc de colorant pentru obținerea concentrațiilor finale de 20 și 40 pg tionină/mL și 20 pg fucsină bazică/mL Autoclavează 15 min la 121°C Răcește la 50°C și adaugă aseptic serul de cal și soluția de glucoză Omogenizează și toarnă plăci Alternativ, poate fi folosit agarul cu tripticază din soia Stabilește pentru fiecare lot de colorant și mediu de bază concentrația actuală care inhibă creșterea tulpinilor martor (vezi mai jos) Pot fi necesare tatonări cu concentrații de coloranți între 10 și 40 pg/mL Procedura: împarte placa în 4 cadrane Prepară în circa 0,5 mL soluție salină izotonă sterilă o suspensie cu ~ 108celule/mL a organismului de testat însămânțează câte o singură ansă din suspensia fiecărei tulpini în 5 striuri succesive per cadran Incubează plăcile însămânțate 4 zile în atmosfera adecvată la 37°C Citire și interpretare: Creșterea pe cel puțin 3 striuri indică rezistența la colorant Creșterea numai pe 1 -2 striuri este nesemnificativă Controlul de calitate: Martori de rezistență: • La ambii coloranți testați: Brucella melitensis biogrup 1,2 sau 3; • La fucsină: B abortus biogrup 1; • La ambele concentrații de tionină: B suis biogrup 5 sau B caniș; • Numai la 20 pg tionină: B abortus biogrup 5, 6, sau 9 ori B suis biogrup 2 Martori de sensibilitate la ambii coloranți testați' B abortus biogrup 2 sau B neotomae * Inactivat 30 min la 56°C **Sterilizează prin filtrare sau 20 min la autoclav în vapori fluenți 1127 41 21 COMBINATE, TESTE Indicații: Aceste teste, concepute în speță pentru identificarea prezumtivă a enterobacteriilor, depistează, prin unică însămânțare pe un singur mediu, mai multe activități biochimice 41 21 1 T S L Agar (Triple Sugar-Iron-Agar) Indicații: Testează fermentarea glucozei (cu sau fără gaz), lactozei și zaharozei precum și producerea de H,S Principiu: Acest mediu agarizat, condiționat în coloană și pantă, conține, pe lângă baza nutritivă, glucoză, lactoză, zaharoză, o sursă de sulf, un indicator de pH și unul pentru H,S Panta este cea care diferențiază fermentarea lactozei și zaharozei de fermentarea glucozei Mediul conține de lOx mai puțină glucoză decât lactoză și zaharoză Ca atare și metaboliți! acizi rezultați din fermentarea glucozei vor fi în cantitate corespunzător mai mică și vor imprima reacție acidă numai coloanei în care oxigenul nu are acces, dar la nivelul pantei vor fi degradați în continuare oxidativ cu neutralizarea cantității minime de acizi prin metaboliții alcalini rezultați din peptone Din contra, în cazul fermentării lactozei și zaharozei cantitățile mari de acizi rezultate nu mai pot fi neutralizate încât panta rămâne acidă Producerea de gaz (СО, și H,) formează bule care fragmentează coloana mediului H,S, rezultat prin reducerea tiosulfatului de sodiu în mediu acid, reacționează cu fe din mediu și formează sulfit feros care înnegrește coloana Proba: Colonii bine izolate, cu aspect sugestiv, din primocultură pe medii selective sau diferențiale, ori din primoculturi pure pe medii neselective Necesar: Mediul T S L Peptonă din cazeină 10,0 g Peptonă din came 10,0 g NaCl 5,0 g Lactoză 10,0 g Zaharoză 10,0 g D-Glucoză 1,0 g * Sulfat feros 0,2 g Tiosulfat de sodiu 0,3 g Roșu fenol 24 0 mg Agar 12,0 g Apă distilată 1000,0 mL Dizolvă ingredientele în apă prin încălzire până la fierbere Ajustează la pH 7 4? Repartizează volume de 5-6 mL în tuburi de 12/120 mm Autoclavează 20 min la 115°C Solidifică mediul în coloană de ~ 2,5 cm și pantă de - 4 cm Mediul trebuie să fie roz-portocaliu * Ori sulfat feros amoniacal 1128 Procedura: Prelevă cu firul de însămânțare o porțiune de colonie (în cazul culturilor pe mediu selectiv, exclusiv de la suprafața coloniei) Depune cultura în mic spot pe suprafața superioară a coloanei de mediu, înțeapă coloana cât mai profund și retrage firul cu etalare în striu pe suprafața pantei Incubează peste noapte la 37°C Citire și interpretare: (1) Coloana acidă/Panta acidă (AC/AC) = glucoza, lactoza și/sau zaharoza fermentate (2) Coloana acidă/Panta alcalină (AC/AL) = numai glucoza fermentată (3) Coloana alcalină/Panta alcalină (AL/AL) = bacterie nefermentativă Răspunsurile (1) și (2) pot fi sau nu însoțite cu producere de gaz și înnegrirea coloanei prin sulfit feros ș Controlul de calitate: Citrobacter freundi = AC/AC, cu gaz și H2S Providencia rettgeri = AC/AL Burkholderia cepacia = AL/AL Capacitatea mediului de a revela producerea H,S trebuie verificată și prin Sabno-nella enterica serovarul Typhi, slab producător de H,S 41 21 2 Mediul M I U (Mobilitate, Indol, Uree) Indicații: Triajul biochimic al enterobacteriaceelor prin testarea producerii de urează, indol și a mobilității Principiu: Mediul MIU conține uree, peptonă cu triptofan, roșu fenol ca indicator de pH și este condiționat ca geloză moale în coloană care, însămânțată prin înțepare, verifică mobilitatea organismului testat Hidroliza ureii alcalinizează mediul, iar indolul produs din triptofan este indicat prin înroșirea reactivului Ehrlich/Kovacs Proba: Colonii bine izolate și cu aspect sugestiv din primocultură pe medii selective ori diferențiale sau din primoculturi pure pe medii neselective Necesar: Mediul MIU, benzi de hârtie indicator pentru indol impregnate cu reactiv Ehrlich sau Kovacs (vezi 41 38 ) Mediul de bază indicator Proteoză peptonă 10 g NaCI 5 g KH2PO4 2 g Agăr 3 g Roșu fenol soluție 0,2% 6 mL Apă distilată 900 mL Dizolvă ingredientele la cald Ajustează la pH 6,8 Autoclavează 20 min la 121 °C volume de 90 mL Soluția de uree și glucoză Uree 20 g Glucoză 1 g Apă distilată 100 mL Dizolvă ingredientele și sterilizează prin fdtrare Mediul complet Adaugă aseptic și omogenizează 10 mL soluție de uree și glucoză în 90 mL mediu de bază topit și răcit la 50°C Repartizează 3-4 mL mediu în tuburi 12/120 mm și solidifică în coloană 1129 Procedura: Prelevă cu firul de însămânțare o porțiune de colonie (de pe medii selective exclusiv de la suprafața coloniei) însămânțează prin înțepare coloana de mediu Fixează prin dop/capac, deasupra coloanei de mediu fără a-1 atinge, o bandă de hârtie indicator cu reactiv Ehrlich Incubează peste noapte la 37°C, iar tuburile nevirate în continuare până la 48 ore Citire și interpretare: • Opacifiere numai în lungul traiectului de însămânțare = bacterie imobilă • Coloana de mediu opacifiată = bacterie mobilă • Coloana alcalinizată (roșie) = urează prezentă • Culoarea coloanei nemodificată = urează absentă • Inel roșu limitat la suprafața mediului = alcalinizare nespecifică • Hârtia indicator roșie = indol prezent • Hârtia indicator galbenă, nemodificată = indol absent Controlul de calitate: Proteus mirabilis: mobil, urează și indol pozitiv Shigella sonnei: imobilă, urează și indol negativă 41 21 3 Mediul MILF (Mobilitate-Indol-Lizindecarboxilază- Fenilalanindezaminază) Indicații: Triajul biochimic al enterobacteriaceelor prin testarea mobilității, producerii de indol, de lizindecarboxilază și de fenilalanindezaminază Principiu: Mediul MILF conține ca substrate diferențiale peptonă cu triptofan, L-lizină, o cantitate redusă de glucoză, DL-fenilalanină, Bromcrezol purpur ca indicator de pH și este condiționat ca geloză moale în coloană însămânțat prin înțepare verifică mobilitatea organismului testat Decarboxilarea lizinei alcalinizează mediul, iar în absența lizin decarboxilazei mediul este ușor acidifîat prin fermentarea glucozei Dezaminarea fenilalaninei generează acid fenilpiruvic și amoniac care cu clorura ferică dau o culoare verde Indolul format din triptofan înroșește reactivul Ehrlich Proba: Vezi testarea pe mediul TSI sau MIU Necesar: Mediul MILF, benzi de hârtie indicator pentru indol, soluție 10% clorură ferică Mediul M I L F Extract de drojdie 3,00 g L-lizină 5,00 g DL-fenilnalanină 4,00 g DL-triptofan 0,10 g Glucoză 0,75 g NaCl 5,00 g Agar 3,00 g Bromcrezol purpur soluție 0,2% 8,00 mL Apă distialată 1000,00 mL Amestecă și dizolvă ingredientele la cald exceptând indicatorul de pH Ajustează la pH 6,8 Repartizează în baloane și autoclavează 30 min la 115°C Răcește la 50°C, adaugă și omogenizează indicatorul Distribuie 3-4 mL mediu în tuburi 12/120 mm și solidifică în coloană 1130 Procedura: vezi testarea pe mediul MIU Citire și interpretare: • Opacifiere numai în lungul traiectului de însămânțare = bacterie imobilă • Coloana de mediu opacifîată = bacterie mobilă • Coloana alcalinizată = lizindecarbolxilaza prezentă • Coloana acidifiată = lizindecarboxilază absentă • Hârtia indicator virată de la galben la roșu = indol prezent • înverzite inelară superficială și în lungul traiectului de însămânțare după adăugarea unei picături din soluția 10% de clorură ferică = fenilalanindezaminaza prezentă Controlul de calitate: ^Proteus mirabilis: mobilitate, indol, și fenilalanindezaminază pozitive; lizindecarboxilază negativă Klebsiella pneumoniae: mobilitate, indol și fenilalanindezaminaza negative: lizindecarboxilază pozitivă 41 22 DECARBOXILAREA AMINOACIZILOR, TESTE DE Indicații: Decarboxilarea lizinei și omitinei în mediul Moeller pennite diferențieri între speciile de bacili gram-negativi fermentativi sau de hemofili Tot în mediul Moeller poate fi urmărităhidroliza argininei cu formare de amoniac și ornitină la rândul ei decarboxilată de către enterococi, streptococi viridans, sau bacili gram-negativi nefermentativi Principiu: în mediul acid și în prezența unei coenzime, piridoxal-fosfatul, bacteriile care produc enzime specifice decarboxilează lizina, omitina sau alți aminoacizi cu formarea aminelor corespunzătoare: T lizindecarboxilază Lizmă -— -> Cadaverma + СО, piridoxal-fosfat ' „ omitindecarboxilază Omitina >Putrescema t СО, piridoxal-fosfat ' Când mediul propus de Moeller este prezervat de contactul cu aerul printr-un strat de ulei mineral avem siguranța degradării fermentative a glucozei (versus oxidativă) și prevenim apariția de metaboliți alcalini prin oxidarea peptonei Bacteria inițial acidifică mediul prin fermentarea glucozei și crează condiții favorabile activității decarboxilazelor specifice care, în a doua fază, alcalinizează mediul prin aminele generate din aminoacizii corespunzători Cum arginina într-o primă etapă este dezaminată la ornitină și abia aceasta generează putresceină, alcalinizarea mediului cu arginina poate dura până la 2 zile Tuburile cu arginină pozitive pot fi testate cu reactiv Nessler (vezi 41 5 ): formarea de amoniac indică implicarea arginin-dihidrolazei în reacție: „ Arginin- , omitin-decarboxilază „ Argmma— -NH + Omitina — -> Putresceină - СО, dihidrolază ‘ piridoxal-fosfat " 1131 Activitate decarboxilazică specifică au unii bacili gram-negativi nefermentativi Deși mediul Moeller în absența fermentării glucozei este mai puțin favorabil reacțiilor de decarboxilare, intensificarea culorii purpurii în raport cu martorul atestă activitatea decarboxilazică specifică Proba: Colonii izolate în cultura pură, tânără, pe mediul agarizat Necesar: Mediul Moeller Pentru testarea hemofililor nu este necesară prezența factorilor X și V în mediu; dacă inoculul este suficient de bogat culoarea purpurie caracteristică testului pozitiv apare după = 4 ore Mediul de bază (Moeller) *Peptonă 5,0 g Extract de carne 5,0 g Piridoxină-HCl 5,0 mg Glucoză 0,5 g Apă distilată 1000,0 mL Bromcrezol purpur soluție 0,2% 5,0 mL Roșu crezol soluție 0,2% 2,5 mL Dizolvă solidele în apă prin încălzire și ajustează la pH 6,0 Adaugă indicatorii și omogenizează Repartizează în 4 volume egale și autoclavează 20 min la 115°C Notă: pentru testarea vibrionilor suplimentează mediul de bază cu 1% NaCI La fiecare lot al mediului de bază adiționează: Lotul 1 L-Arginină-HCl lg% Lotul 2 L-Lizină-HCl 1 g% Lotul 3 L-Omitină-HCl 1 g% Lotul 4 nicio adiție Când folosești DL-aminoacizi, concentrația acestora în mediu trebuie să fie de 2 g%' Reajustează mediul la pH 6,0 dacă este necesar (în speță la lotul cu ornitină) folosind soluție 0, IN de NaOH Repartizează fiecare lot de mediu în volume de 2-3 mL în tuburi de 10/100 mm care conțin pe o înălțime de 0,5 cm ulei mineral steril Autoclavează 10 min la 115°C Ocazional o cantitate mică de precipitat apare la mediul cu omitină, dar nu interferează reacția Procedura: Inoculează cu final de însămânțare prin stratul de ulei mineral tulpina testată în cele 4 tuburi cu mediu (arginină, lizină, omitină și martor) Incubează la 37°C și examinează zilnic până la 4 zile Citire și interpretare: Tubul cu mediu martor (tară aminoacid) trebuie să ateste acidifierea (virajul la galben) Alcalinizarea mediului martor (virajul la purpuriu) pe durata observației invalidează rezultatele • Decarboxilare: Mediul cu aminoacid virat la purpuriu Când sunt testați bacili-gram-negativi nefermentativi culoarea purpurie mai intensă decât a martorului este semnificativă numai în prezența creșterii • Absența decarboxilării: Mediul cu aminoacid virat la galben ♦Orthana, Evans sau Bactopepton 1132 Controlul de calitate: Folosește următorii martori pozitivi (+) și negativi (-): Arginină Omitină Lizină + -r + Salmonella enterica serovar Typhimurium + — - Proteus vulgaris — -Г - Morganella morgani + — + Aeromonas hydrophila + + - Enterobacter cloacae 41 23 DIGESTIE, TESTE DE Indicații: Digestia cărnii sau a serului coagulat și albuminei coagulate pot fi folosite la diferențierea clostridiilor ca teste suplimentare gelatinolizei și aspectelor de creștere în lapte tumesolat Principiu: Proteazele clostridiale digeră carnea, serul sanguin sau albușul de ou coagulat Proba: Cultura pură a bacteriei testate Necesar: (1) Pentru digestia cărnii: Bulion Robertson cu came fiartă și uscată (A) Carnea tocată, fiartă și uscată *Cord de bou proaspăt 500,0 g Apă distilată 500,0 mL NaOH sol IN 1,5 mL Adaugă inima tocată mărunt în soluția alcalină la fierbere și amestecă bine Menține amestecul 20 min sub agitare la temperatura premergătoare fierberii pentru neutralizarea acidului lactic îndepărtează cu o bucată de hârtie de filtru grăsimea de la suprafață Filtrează amestecul cald prin pânză și reține fluidul separat Stoarce excesul de lichid din came Usucă la 50°C bucățelele de came împrăștiate pe hârtie de ' filtru (B) Bulionul infuzie peptonat Fluidul filtrat din carnea fiartă 500,00 ML Peptonă 2,50 g NaCl 1,25 g Omogenizează solidele în infuzia de carne și menține 20 min în vapori fluenți Adaugă 1 mL HCL pur (precauții) Filtrează Ajustează la pH 8,2 și menține 30 min în vapori fluenți Ajustează la pH 7,8 (C) Mediul complet Introdu bucățelele de came fiartă și uscată în tuburi 16/160 mm pe o înălțime de 2 5 cm Adaugă 10-12 mL bulion infuzie peptonată și autoclavează 20 min la 121CC Coloana de came trebuie să fie suficient de înaltă deoarece numai aici se realizează condiția anaerobă *Curâțat de grăsime (2) Pentru digestia albuminei: Introdu în tuburi cu bulion VF sau alt bulion pentru anaerobi câte un cub din albuș de ou coagulat Acoperă cu ulei de parafină steril Autoclavează 20 min la 115°C (3) Pentru digestia serului: Ser normal de cal, prelevat aseptic Procedura: (1) Regenerează tubul cu bulion și carne fiartă, marchează nivelul cărnii și însămânțează la fundul tubului tulpina testată Incubează la 37°C (2) Procedează la fel și în cazul tubului cu cub de albuș de ou (3) Pipetează aseptic într-o eprubetă 8-10 mL ser de cal și 0,5-1 mL cultură de testat Introdu tubul în baia de apă la 80°C și menține-1 în intervalul de timp minim necesar coagulării serului Incubează în anaerobioză la 37°C Urmărește periodic culturile până la 14 zile Citire și interpretare: Test de proteoliză pozitiv: Reducerea volumului particulelor de carne cu înnegrire înmuiere sau dezintegrare; ocazional apar cristale penate de tirozină; mediul degajă miros respingător și pătrunzător Albușul de ou sau serul de cal sunt lichefiate Test de proteoliză negativ: Particule de came cu aspect nemodificat sau înroșite în cazul clostridiilor zaharolitice Serul sanguin și albușul de ou coagulate rămân cu consistența nemodificată 41 24 DIOXID DE CARBON (CO2), NECESITATEA Indicații: Identificarea bacteriilor carboxifile (e g , specii de Haemophilus, de Brucella') Proba: Prelevat sau primoculturi pure tinere Necesar: Mediul de cultură care satisface exigențele nutritive ale bacteriei testate; sistem generator de СО, (vezi 5 1 З ) Procedura: însămânțează 2 plăci sau tuburi de mediu adecvat cu aceeași cultură sau prelevat patologic Incubează, la temperatura optimă de cultivare un set în atmosferă obișnuită, iar celălalt în aer cu 5-10% СО, până la apariția culturii pe unul din seturi Citire și interpretare: Dezvoltarea culturii incubată în atmosfera cu СО, și absența ei pe mediul din atmosfera obișnuită indică necesitatea СО, pentru dezvoltare Majoritatea hemofililor sunt mai frecvent izolați și se dezvoltă mai bine în primoculturi incubate în aer cu СО, decât numai în aer La pasajele următoare diferența dispare, exceptând Haemophilus aphrophilus, H paraphrophilus, H paraphrohaemolyticus, Hf ducreyi și unele tulpini de H parainfleunzae biotip III Brucella neotomae și majoritatea tulpinilor de B abortus sunt carboxifile 41 25 ESCULIN-HIDROLIZA, TEST Indicații: Identificarea a numeroase specii bacteriene cum sunt cele ale micrococilor, streptococilor viridans, bacililor gram-negativi nefermentativi, bacteriilor anaerobe Principiu: (Vezi 41 9 ) 1134 Necesar: (A) Pentru bacteriile aerobe sau facultativ anaerobe Agar esculină Esculină 1,0 g Citrat feric 0,5 g Agar infuzie cord 40,0 g Apă distilată 1000,0 mL Dizolvă solidele în apă prin încălzire Ajustează la pH 7,0 Repartizează volume de 5,0 mL în tuburi 16/160 mm Autoclavează 15 min la 121°C Solidifică în pantă (B) Pentru bacteriile anaerobe: (T) Medii de cultură: Bulion PY (Peptone Yeast Extract) cu 0,1% esculină Tripticază 5,0 g Peptonă 5,0 g Extract de levură 10,0 g Esculină 1,0 g * Vitamina K, soluție cu 0,1 mg/mL 1,0 mL *Hemină soluție stoc cu 5mg/mL 1,0 mL *L-cisteină hidroclorică 0,5 g Soluție de săruri 40,0 mL Apă distilată 1000,0 mL Soluția de săruri CaCl', 0,2 g MgSO4 0,2 g K,HPO4 1,0 g KH,PO4 1,0 g Apă distilată 1000,0 mL Dizolvă CaCln și MgSO4 în 300 mL apă distilată, apoi adaugă 500 mL apă distilată Sub agitare, adaugă lent restul sărurilor și continuă agitarea până la dizolvare Adaugă restul de 200 mL apă distilată Conservă la 4°C Dacă precipită pe dutata conservării, încălzește cu agitare în baie de apă la 50°C până la dizolvare înainte de utilizare Amestecă restul ingredientelor cu excepția soluțiilor de vitamină Kl și L-cisteină încălzește la fierbere pentru dizolvarea completă Răcește la 40°C și adaugă soluțiile de vitamină Kl și L-cisteină Omogenizează Ajustează la pH 6,8 cu soluție 0,lM de NaOH Repartizează volume de 7 mL în tuburi 15/90 mm cu capac înșurubat Autoclavează 15 min la 121 °C Pentru anaerobii pretențioși mediul poate fi suplimentat cu ser sanguin ori fluid de ascită în concentrațiile impuse de exigențele speciei Notă: Unele specii de Bacteroides impun un supliment de 0,5% NaCl pentru că sodiul conținut în bulionul PY nu le asigură necesitățile *Vezi 39 4 2 1135 Alternativ, pentru anaerobii mai puțin pretențioși poate fi folosit: Bulion esculină Bulion infuzie de cord 25 g Esculină 1 g Agar 1 g Apă distrilată 1000 mL Dizolvă ingredientele prin fierbere Ajustează la pH 7,0 Repartizează volume de 7 mL în tuburi 15/90 mm cu capac înșurubat Autoclavează 15 min la 121 °C (2) Revelator: Soluție 1% de citrat feriamoniacal Procedura: (A) Pentru bacteriile aerobe sau facultativ anaerobe: însămânțează pante de agar-esculină cu tulpinile de testat Incubează la 37°C cu citire zilnică până la 7 zile (B) Pentru bacteriile anaerobe: Regenerează tuburile cu mediul de testare 10 min în apă la fierbere Răcește brusc și însămânțează tulpinile de testat încubează anaerob la 37°C 48 ore sau până la creștere evidentă Alternativ, pentru prereducere, menține tuburile cu capacul deșurubat peste noapte în incinta anaerobă înșurubează strâns capacul și conservă mediul la 4°C până la utilizare Citire și interpretare: Test pozitiv: înnegrirea agarului esculină în jurul și sub creșterea bacteriană înnegri-rea bulionului-esculină după adăugarea a 3-4 picături din soluția revelatoare sau pierderea fluorescentei mediului examinat în radiație ultravioletă Test negativ: Absența modificării de culoare a agarului după creșterea bacteriană Adăugarea revelatorului la cultura în bulion nu determină înnegrire sau bulionul-esculină își menține fluorescență sub radiația ultravioletă Controlul de calitate: Martor pozitiv: • aerobi/facultativ anaerobi: Enterococcus fecalis • anaerobi: Clostridium septicum/Bacteroidesfragilis Martor negativ: • aerobi/facultativ anaerobi: Streptococcus agalactiae • anaerobi: Clostridium histolyticum/Porphyromonas spp 41 26 FACTORI CREȘTERE V, X ORI XV PENTRU HAEMOPHILUS Proba: Cultură tânără pură pe mediul neselectiv 41 26 1 Factor V, necesitatea de Necesar: (1) Agar-ciocolat autoclavat 3 min la 121°C sau agar infuzie cord ori agar infuzie cord-creier (2) Furnizori de factor V: discuri sau benzi cu factor V, tulpini de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa mucoid, Candida spp 1136 Procedura: însămânțează izolatul în striuri pe un cadran al plăcilor de agar bază cu și fără factor V Alternativ, pe mediul fără factor V, aplică furnizorul de factor V, după caz, în mijlocul ariei însămânțate (discul) ori perpendicular pe striurile de însămânțare a tulpinii testate (banda ori striul din cultura tulpinilor furnizoare precizate mai sus) Incubează peste noapte la 37°C în atmosferă cu 5-10% СО, Citire și interpretare: Dezvoltarea bacteriei pe mediul cu factor V în absența dezvoltării pe mediul martor, dezvoltare satelită în jurul furnizorilor de factor V cu aspect microscopic caracteristic hemofililor indică necesitatea și dependența de factor V Controlul de calitate: Martor pozitiv (dezvoltare în prezența factoruluiV): H parainfluenzae Martor negativ (absența dezvoltării numai în prezența factorului V): H influenzae 41 26 2 Factor X, necesitatea de Necesar: (1) Medii nutritive de bază (vezi 41 26 1 ) cu și fără factor X (2) Discuri sau benzi cu factor X Procedura: însămânțează izolatul în striuri pe un cadran al plăcilor de agar bază cu și fără factor X Alternativ Pe mediul fără factor X aplică furnizorul de factor X după caz, în mijlocul ariei însămânțate (discul) ori perpendicular pe striuri însămânțate (banda) Incubează peste noapte la 37° C în atmosferă cu 5-10% СО, Citire și interpretare: Dezvoltarea bacteriei pe mediul cu factor X și lipsa dezvoltării pe cele fără factor X sau dezvoltarea satelită în jurul discului/benzii cu factor X având un aspect microscopic caracteristic hemofililor indică necesitatea și dependența de factorul X Controlul de calitate: Martor pozitiv: H aphrophilus, specie dependentă de factorul X Martor negativ; H influenzae, dependentă de factorii XV și H parainfluenzae dependentă numai de factorul V 41 26 3 Factori XV, necesitatea de Necesar: (1) Medii nutritive de bază (vezi 41 26 1 ) cu și fără factori XV, X și V (2) Furnizorii de factori XV, X și V (discuri sau benzi) Procedura: însămânțează tulpina testată pe mediile enumerate mai sus, după care pe mediile fără factori XV aplică furnizor de factori XV, pe cele cu factor X furnizor de factor V, iar pe cele cu factor V furnizor de factor X Incubează peste noapte la 37° C în atmosferă cu 5-10% СО, Citire și interpretare: Dezvoltarea bacteriei pe mediile cu factori XV și absența dezvoltării pe mediile fără ei, precum și dezvoltarea satelită pe restul mediilor, având aspect microscopic caracteristic, indică necesitatea și dependența de factorii XV 1137 Controlul de calitate: Evitarea rezultatelor fals positive, datorate în principal transferului de factori XV odată cu inoculul sau/și dificultăților de eliminare a factorului X din mediile folosite, se poate face utilizând ca inocul o suspensie bacteriană în soluție salină izotonă sterilă cu turbiditate echivalentă etalonului 0,5 Mc Farland Mai indicat este însă testul porfirinei (41 64 ) 41 27 FENILALANINDEZAMINAZA, PRODUCEREA Indicații: Individualizarea între Enterobacteriaceae a speciilor de Proteus Morganella, Providencia, Tatumella în afara acestor genuri numai unele tulpini de Enterobacter agglomerans și Pantoea mai produc fenilalanindezaminază Principiu: Sub acțiunea fenilalanindezaminazei din fenilalanină apare acid fenol-piruvic și amoniac Acidul fenol-piruvic este un a-cetoacid care cu soluția 10% de clorură ferică dă culoare verde Necesar: (1) Agar fenilalanină *L-Fenilalanină 1 g Extract de levură 3 g Na,HPO4 1 g NaCI 5 g Agar 20 g Apă distilată 1000 mL Dizolvă solidele în apă prin încălzire Ajustează la pH 7,4 Repartizează ~ 3 mL în tuburi 12/120 mm Autoclavează 10 min la 121°C Solidifică în pantă lungă (3) Clorură ferică Clorură ferică anhidră (Fe,Cl6) 10 g Apă distilată 100 mL Poate fi păstrată până la un an la temperatura camerei Procedura: însămânțează abundent o pantă cu agar fenilalanină și incubează peste noapte la 37°C Inundă suprafața culturii cu 4-5 picături din soluția 10% de clorură ferică Citire și interpretare: Test pozitiv: Apariția culorii verzi pe pantă și în lichidul de la baza pantei Test negativ: Absența culorii verzi Controlul de calitate: Martor pozitiv: Proteus vulgaris Martor negative: Salmonella enterica serovar enteritidis 41 28 FOSFATAZA, TESTUL Indicații: Diferențierea speciilor de stafilococi Principiu: Bacteriile care produc fosfataza scindează fosfatul de fenolftaleină incorporate în mediul de cultură și eliberează fenolftaleina reactivă, care este depistată prin înroșirea intensă a culturii pozitive când placa este expusă la vapori de ammoniac 1138 Proba: Cultură pură tânără în bullion nelectiv Necesar: (1) Agar fenolftaleină-fosfat Bacto-peptonă 5 g Extract de came (Lablemco) 5 g NaCl 5 g Agar 15 g Apă distilată 1000 mL Amestecă și dizolvă ingredientele la cald Ajustează la pH 7,2-7,4 Re-partizează volume de 100 mL și autoclavează 20 min la 121°C La 100 mL mediu topit și răcit la 45°C adaugă aseptic 1 mL din soluția apoasă 1 % difosfat de fenolftaleină sare sodică, sterilizată prin filtrare Toarnă 15 mL mediu per placă cu diametrul de 9 cm Până Ia utilizare, conservă plăcile la 4°C învelite în folie de plastic (2) Revelator: amoniac (precauții) Procedura: însămânțează tulpinile de testat în spoturi pe suprafața mediului pentru fosfatază Pot fi testate 40-50 tulpini per placă Incubează 24 ore la 37°C Expune placa la vapori de amoniac Citire și interpretare: Test pozitiv: Culoare roșie a culturii Test negativ: Culoarea culturii nemodificată Controlul de calitate: Martor pozitiv: Stapylococcus aureus Martor negativ: Staphylococcus saprophyticus 41 29 FURAZOLIDON, TEST DE SENSIBILITATE LA Indicații: Diferențierea stafilococilor de micrococi Principiu: Stafilococii sunt sensibili la compușii bacteriostatici din clasa furanilor în timp ce micrococii sunt rezistenți Proba: Cultură pură de 24 ore pe mediu neselectiv Necesar: Agar Mueller-Hinton și discuri cu 100 pg furazolidon Procedura: Prepară, în soluție salină izotonă sterilă, o suspensie din cultura de testat cu densitate corespunzătoare etalonului 0,5 Mc Farland însămânțează tulpina, ca pentru antibiograma difuzimetrică, pe un cadran al plăcii cu agar Mueller-Hinton Plasează în centrul ariei însămânțate un disc cu 100 pg furazolidon Incubează peste noapte la 37°C Măsoară diametrul zonei de inhibiție Citire și interpretare: Sensibilitate: Zonă de inhibiție cu diametrul > 15 mm Rezistență: Zonă de inhibiție cu diametrul 50 U/ml Controlul de calitate- Amestecă 50 mL lapte smântânit cu 50 mL soluție 0 2 M de CaCl, Omogenizează și repartizează volume de 5 ml în tuburi 16/160 mm Plasează tuburile în baie de apă la 38-40°C Diluează extractul pancreatic între 1/10 și 1/100 începând cu diluția 1/100 adaugă 1 ml extract per tub cu lapte calcifîcat, omogenizează, repune tubul în baie și marchează timpul Examinează la intervale și notează timpul necesar pentru apariția unui precipitat sau a cheagului Testează până Ia diluția care produce coagularea în interval de 1 -2 min E g , diluția 1/50 a produs coagularea în 100 sec ; extractul conține: (50 x 100)/100 = 50 unități (3) Seruri antistreptococice monospecifice de grup: ca atare pentru reacția de precipitare, anticorpi adsorbiți pe particule de latex ori Staphylococcus aureus tulpina Cowan pentru aglutinare indirectă, conjugat imunofluorescent pentru colorația imunofluorescentă 1148 Procedura: (1) Obținerea extractului antigenic • Metoda Lancefield-, însămânțează tulpina de testat în 30 ml bulion Todd-Hewitt (vezi 40 4 20) Incubează peste noapte la 37°C Centrifughează și adaugă la sedimentul bacterian 0,5 ml soluție 0,2 N de HC1 în soluție salină izotonă Menține tuburile 10 min în baie de apă la fierbere, apoi răcește brusc Centrifughează, reține supernatantul și neutralizează-1 cu soluție 0,2 N de NaOH în prezența unei picături de albastru de bromtimol până la culoarea albastra-verde Aceasta reprezintă soluția polizaharidului de grup Calități: metodă de referință, care extrage carbohidratul (grup А, В, C, F și G) și acidul teichoic (grup D) • Metoda Fuller: Obține sedimentul bacterian în condițiile precizate la metoda Lancefield Adaugă 0,1 mL formamidă Agită și menține tubul 15-20 min în baie de ulei la 160°C până conținutul devine brun-vâscos Răcește Adaugă 0,25 ml acid-alcool (1 parte HC1 concentrat + 99 părți etanol 95°C) și agită pentru omogenizare Centrifughează Adaugă la supematant 0,5 ml acetonă Agită și lasă câteva minute Centrifughează Decantează și reia sedimentul în 1 ml soluție salină izotonă Neutralizează cu soluție 0,2N de NaOH în prezența unei picături din indicatorul roșu fenol până la culoarea roșu cireașă Aceasta este soluția polizaharidului specific de grup Calități: extractul Fuller conține carbohidratul de grup într-o stare mai pură decât extractul Lancefield • Extracția prin autoclavare: Obține sedimentul bacterian în condițiile precizate la metoda Lancefield Autoclavează 15 min la 121 °C acest sediment omogenizat în 0,5 ml soluție salină izotonă Centrifughează și reține supernatantul, care reprezintă soluția polizaharidului sprecific de grup Metoda este simplă, dar extracția acidului teichoic al grupului D este insuficientă • Extracția prin liza streptococilor cu enzimă de Streptomyces albuș Rehidratează enzimă conform indicațiilor producătorului Suspensionează în 0 25 ml enzimă o ansă încărcată din cultura pe agar-sânge a tulpinii de testat Alternativ, resuspendă în 0,5 ml soluție de enzimă sedimentul creșterii peste noapte în 0,5 ml bulion Todd-Hewitt Menține în baie de apă la 45°-50°C până la completa clarificare a suspensiei Centrifughează pentru sedimentarea resturilor de perete celular și reține supernatantul, care este extractul antigenic • Extracția cu acid nitros Respectă instrucțiunile producătorului tresei de testare (e g , Oxoid, Streptococcal grouping kit antigen extraction by nitrous acid) (2) Reacția de precipitare în tuburi capilare: vezi 25 21 (3) Reacții de aglutinare indirectă Sunt comercializate truse pentru coaglutinare {Institutul Cantacuzino, Phadebact, Organon) sau latex aglutinare {bioMerieux, Merck Oxoid etc) Aceste reacții, realizate pe lamă, au un avantaj major față de metodele de extracție convențională și reacția de precipitare: timpul de identificare este mult mai scurt, sunt mai economice și mai sensibile la o specificiate similară 1149 • Coaglutinarea cu cultura streptococilor în bulion: Repică 3-4 colonii ale tulpinii de identificat în 5 ml bulion Todd-Hewitt și adaugă 2-3 picături de extract pancreatic Incubează peste noapte la 37°C îndepărtează supematantul culturii și reține suspensia bacteriană grosă, omogenă, de la fundul tubului Pe o lamă de sticlă depune 4 picături din suspensia bacteriană de testat Peste aceste picături depune și omogenizează câte o ansă bacteriologică din cei patru reactivi ai trusei (grup А, В, C, G) Imprimă mișcări de înclinare-rotație lentă a lamei urmărind apariția aglutinării Grupul antigenic este indicat de antiserul specific care a reacționat cu suspensia bacteriană de identificat Latex aglutinarea cu extract antigenic Respectă strict indicațiile producătorului Avantajul metodei este identificarea grupului antigenic pornind chiar de la 1-4 colonii P-hemolitice din primocultură 41 40 LAPTE TURNESOLAT, REACȚII ÎN Indicații: Diferențierea speciilor de clostridii Principiu: Clostridiile zaharolitice fermentează lactoza și coagulează cazeina Aspectul cheagului este în funcție de gradul acidifierii mediului și producerii sau nu de gaz în cursul fermentării Clostridiile proteolitice digeră cheagul, dacă acesta a fost format, sau digeră proteinele necoagulate ale laptelui Proba: Cultură pură în creștere activă Necesarul: Lapte tumesolat Smântănirea laptelui încălzește lapte integral proaspăt timp de 20 min în vapori fluenți Refrigerează la 4°C până a doua zi Smântânește prin sifonare Mediul complet Adaugă la laptele smântânit suficientă soluție de turnesol (41 12 2 ) pentru a-i da culoarea albastră-purpurie Repartizează câte 7 ml în tuburi 16/160 mm și sterilizează la vapori fluenți câte 30 min timp de 3 zile consecutiv sau la 115°C timp de 10 min Prin încălzire mediul se decolorează, dar se recolorează după răcire Supraîncălzirea caramelizează mediul Trebuie evidată Dacă laptele smântânit este condiționat și sterilizat în volume de 200-250 ml, adaugă soluția de turnesol numai în momentul distribuirii în tuburi deoarece culoarea mediului pălește prin păstrare Procedura: Regenerează tuburile cu mediu înainte de însămânțare Incubează anaerob la 37°C și urmărește modificările produse prin cultivarea bacteriei Adiția ulețului de parafină nu este necesară Citire și interpretare: Fermentarea lactozei acidifică mediul și virează indicatorul la roșu Sub un anumit pH cazeina coagulează Fermentarea lactozei cu gaz determină aspectul alveolar al cheagului, iar acidifierea puternică retractarea cheagului Speciile zaharolitice și proteolitice inițial formează cheag pe care ulterior îl digeră (lichefiază) Speciile proteolitice, dar azaharolitice, clarifică mediul și îl virează la purpuriu închis după câteva zile din cauza digestiei proteinelor și alcalinizării Digestia poate fi precedată de formarea unui cheag moale, dezintegrat ușor prin agitarea tubului 1150 Controlul de calitate: Verifică fiecare lot nou de mediu prin următorii martori: Clostridium perfringens: înroșirea mediului, cheag alveolar, retractat spre peretele tubului Clostridium histolyticiim: digestie cu virajul mediului la purpuriu închis și tară coagulare Clostridium novyi tip C: creștere fără modificarea mediului 41 41 LECITINAZĂ, PRODUCEREA DE - vezi 41 42 41 42 LECITOVITELINĂ, REACȚII PE MEDIUL CU Indicații: Diferențierea speciilor de Bacillus și Clostridium Principiu: Unele specii de Bacillus și Clostridium produc lecitinază sau/și lipază Sub acțiunea lecitinazei mediile cu lecitovitelină (gălbenuș de ou) sunt opacifiate iar sub acțiunea lipazei pe cultură și mediul din jur apare un strat perlat Proba: Cultura pură în creștere activă Necesar: (1) Mediul cu lecitovitelină Emulsie de lecitovitelină: Emulsie 5% (w/v) gălbenuș de ou (40 4 3 ) (prelevarea aseptică a gălbenușului de ou) în soluție salină izotonă Cântărește aseptic gălbenuș de ou într-un balon cu perle de sticlă Adaugă suficientă soluție izotonă pentru a obține un amestec omogen Adaugă 2,5% (w/v) pulbere de diatomee (kieselguhr) sterilă Omogenizează Filtrează prin hârtie pentru clarificare Sterilizează emulsia prin filtrare Conservată la 4°C poate fi folosită cel puțin 2 săptămâni, până în momnetul în care apare un precipitat Agarul nutritiv bază Proteoză peptonă nr 2 (Difco) 40,0 g NaHPO4 5,0 g K,HPO4 1,0 g NaCl 2,0 g MgSO4 0,1 g Glucoză 2,0 g *Hemină soluție stoc cu 5 mg/mL 1,0 mL Agar 20,0 g Apă distilată 1000,0 mL Dizolvă ingredientele în apă prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 7,6 Repartizează volume de 20 mL per tub Autoclavează 15 min la 121 °C Agarul lecitovitelină: Topește numărul necesar de tuburi cu agar nutritiv bază Răcește la 45°C, adaugă 2 mL emulsie de lecitină per tub, omogenizează și toarnă în plăci (2) Revelator pentru activitatea lipolitică: Soluție saturată de sulfat de cupru Procedura: însămânțează placa de agar cu lecitovitelină, incubează la 37°C, aerob sau anaerob, în raport cu bacteria testată, și urmărește până la 3 zile apariția culturii și opacifierea mediului din jur Când cultura este evident dezvoltată, inundă placa cu soluția * Vezi 39 4 2 Agar-sânge anaerob CDC 1151 saturată de CuSO4 pentru developarea stratului perlat îndepărtează excesul de reactiv și usucă placa 20 min cu capacul întredeschis în termostat la 37°C Citire și interpretare: Pentru lecitinază: Test pozitiv: Creștere cu opacifierea mediului din jur Test negativ: Creștere fără opacifierea mediului Pentru lipază: Test pozitiv: Creștere cu formarea unui strat perlat (strat din săpun de cupru verde-albastru strălucitor) pe cultură și în jurul culturii unde au apărut acizii grași liberi Test negativ: Creștere fără strat perlat Controlul de calitate: Producere de lecitinază: Clostridium perfringens Producere de lipază: Clostridium sporogenes Nici o reacție: Bacillus subtilis 41 43 LIPAZA, PRODUCEREA DE Indicații: vezi și 41 42 Identificarea tulpinilor de Gardnerella vaginallis Procedează ca și pentru testarea producerii de lipază de către clostridii, dar folosind agar-lecitovitelina suplimentat cu 5% ser de cal 41 44 MALONAT, UTILIZAREA Indicații: Diferențieri între Enterobacteriaceae în raport cu capacitatea de a folosi malonatul ca sursă de carbon: e g , între subspeciile de Salmonella enterica, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Serratia Principiu: Bulionul malonat conține numai două surse de carbon: malonatul de sodiu și, în cantitate foarte mică, glucoza Toate enterobacteriaceele fermentează glucoza încât cele care nu fermentează malonatul acidifică mediul Speciile care utilizează malonatul generează metaboliți alcalini, care neutralizează cantitatea mică de acid rezultată din fermentarea glucozei și în final alcalinizează mediul Proba: Colonii din cultura tânără purificată Necesar: Bulion malonat Extract de levură (NH4\SO, k,hpo4 ~ KH,PO4 NaCI Malonat de sodiu Glucoză Albastru de brom timol soluție 0,2% Apă distilată 1,00 g 2,00 g 0,06 g 0,40 g '*■ 2,00 g 3,00 g 0,25 g 12,50 mL 1000,00 mL Dizolvă ingredientele în apă prin încălzire Ajustează la pH 6,7 Filtrează, adaugă soluția indicator și repartizează câte 1 mL în tuburi 12/120 mm Autoclavează 15 min la 121°C 1152 Procedura: însămânțează bulion malonat Incubează 24 ore la 37°C Reincubează tuburile negative până la 4 zile Citire și interpretare: Test pozitiv Creștere cu virajul mediului la albastra Test negativ: Creștere cu păstrarea culorii verzi a mediului sau viraj la galben Controlul de calitate: Martor pozitiv Enterobacter aerogenes Martor negativ: Proteus vulgaris 41 45 MOBILITATEA, TESTE DE Indicații: Diferențierea bacteriilor mobile de cele imobile este un important test de identificare Principii: Un organism mobil însămânțat prin înțepare într-o coloană de mediu semisolid cultivă și difuzează de la traiectul de însămânțare invadând mediul, în timp ce unul imobil crește numai în lungul traiectului de însămânțare Microscopia preparatelor umede diferențiază de asemenea organismele mobile de cele imobile Colorații speciale (32 1 8) depistează flagelii bacterieni, numărul și dispoziția lor alte criterii taxonomice primare Aspecte de care trebuie ținut seama la alegerea testului de mobilitate și interpreatarea rezultatelor: • Unele bacterii (Listeria, Yersinia, Aeromonas, Pseudomonas') sintetizează optim proteina flagelară la temperaturi de 18°-25°C, inferioare temperaturii optime de creștere • Dacă enterobacteriaceele mobile difuzează ușor în mediul cu 0,4% agar multe tulpini de Aeromonas și Pseudomonas nu difuzează în geluri cu mai mult de 0,3% agar • Există tulpini care pot avea flageli „paralizați” • Organisme filamentoase neflagelate pot invada suprafața și profunzimea unui mediu de cultură Proba: Colonii izolate în cultură pură pe mediu agarizat Metoda 1: Testarea în coloană de agar moale Necesar: Mediul pentru mobilitate Gelatină 53,4 g Agar 3,0 g *Bulion infuzie cord 1000,0 mL înmoaie gelatina 30 min în bulion, adaugă agarul și dizolvă prin încălzire Repartizează volume de 3-4 ml în tuburi 12/120 mm Autoclavează 20 min la 121°C Solidifică în coloană Procedura: însămânțează coloana de agar prin înțepare cu firul drept pe o profunzime de cca 5 mm Incubează 1-2 zile la 37°C în caz de rezultat negativ, reincubează la 2I°-25°C și urmărește tuburile încă 5 zile Mobilitatea și dezvoltarea flagelilor unor tulpini slab mobile poate fi stimulată: • pentru enterobacteriacee prin pasaj în mediu semisolid cu 0,2% agar din tuburi în U cu repicări de verificare în coloana cu mediu agarizat 0,4%; • pentru pseudomonade și Aeromonas spp prin înțeparea în centrul unei plăci cu diametrul de 9 cm, care conține un strat gros format din 18-20 mL mediu pentru mobilitate Organismele mobile pot fi recuperate prin repicări din agarul de la periferia creșterii bacteriene Citire și interpretare: Test pozitiv (bacterie mobilă): Opacifierea progresivă a mediului dincolo de traiectul de însămânțare Test negativ (bacterie imobilă): Opacifierea mediului strict limitată la traiectul de însămânțare Controlul de calitate: Martor pozitiv: Salmonella enterica Serovar Enteridis Martor negativ: Klebsiella pneumoniae Metoda 2: Testarea prin microscopie în preparat umed Necesar: Bulion nutritiv Procedura: Din cultura peste noapte în bulion nutritiv, incubată la 37°C și la 21°-25°C, efectuează un preparat umed între lamă și lamelă și examinează-1 cu obiectiv uscat puternic și diafragmare corespunzătoare a luminii Cultivă bacteriile anaerobe într-un bulion adecvat Imersează în mediu extremitatea unui capilar din sticlă lung de ~ 70 mm și cu diametrul de 0,5-1 mm Prelevă astfel o cantitate de cultură care se ridică spontan în tub închide extremitățile capilarului în flacăra unui bec Bunsen și fixează-1 cu plastilină pe platina microscopului pentru examinare cu obiectiv uscat puternic Citire și interpretare: Mobilitatea bacteriilor trebuie diferențiată de antrenarea pasivă în curenți de lichid și de mișcarea browniană Atenția trebuie centrată pe câteva bacterii în relația lor reciprocă cu organismele vecine lor Bacteriile foarte mobile sunt repede individualizate, cele mai puțin mobile necesită observație mai prelungită Cu oarecare experiență pot fi diferențiate bacteriile cu flageli polari, care au mișcări bruște în zig-zag, de bacteriiile cu flageli peritrichi, care au mișcări mai puțin viguroase și vibratorii Metoda 3: Microscopia pe preparate colorate Leifson (32 1 8 ) indică prezența, numărul și dispoziția flagelilor 41 46 MORFOLOGIA LEVURILOR ÎN AGAR Indicații: Caracterele microscopice ale fungilor în creștere submersă pe agarul cu faină de porumb sunt importante chei de identificare preliminară a levurilor și fungilor dermatofiți Principiu: în creștere submersă, funcție de gen și specie, levurile pot forma blastoconidii, alte variate conidii, pseudomiceliu sau/și miceliu adevărat Tween 80 reduce tensiunea superficială a mediului favorizând germinarea și conidiogeneza levurilor Albastru tripan adăugat la mediu formează un fond colorat care facilitează microscopia 1154 Proba: Colonii izolate din cultura pură în creștere actvă Necesar: Agar cu faină de porumb, Tween 80 și, facultativ, albastru tripan Făină de porumnb 62,5 g Agar 19,0 g Apă distilată 1500,0 mL Amestecă faina de porumb în apă, încălzește și menține la 60°C timp de o oră Filtrează prin hârtie de fitru sau tifon Completează cu apă până la volumul inițial Adaugă agarul și menține în vapori fluenți până la solvire Adaugă și omogenizează: 15 mL din soluția 20% Tween 80 în apă distilată și 1,5 mL soluție 1% albastru tripan în apă distilată Repartizează în tuburi volume de 15 mL (necesarul pentru o placă cu diametrul de 9 cm) și autoclavează 15 min la 121°C Procedura: însămânțează levură de testat în 2-3 striuri paralele, tăiate în profunzimea mediului cu ansa înclinată la 45° și la distanță de cel puțin 1 cm unul față de altul Acoperă cu o lamelă sterilă unul din striuri Incubează cultura la temperatura camerei (23-25°C) Examinează zilnic agarul din regiunea striurilor de inoculare urmărind apariția pseudomiceliului, miceliului și conidiilor prin microscopie cu fond luminos folosind un obiectiv lOx și unul 40x Citire și interpretare: Pentru identificarea preliminară a levurilor și fungilor dermatofiți consultă capitolul 38 Controlul de calitate: Martori pozitivi (hife ori pseudohife și conidii): • Pentru blastoconidii exclusiv: Saccharotnyces spp • Pentru chlamidoconidii: Candida albicans • Pentru aneloconidii: Blastoskizomyces capitatus • Pentru artroconidii: Geotrichum candidum Martor negativ (hife ori pseudohife absente): Rhodotorula spp 41 47 NALIDIXIC ACID, SENSIBILITATEA LA Indicații: împreună cu sensibilitatea la cefalotină (cefazolină) sunt teste de diferențiere între Campylobacter jejuni/coli de alte campilobacterii termofile Principiu: între campilobacteriile termofile numai C jejuni/coli și C concisus sunt sensibile la acid nalidixic și rezistente la cefalotină (cefazolină) Proba: Cultură pură în faza de creștere activă Necesar: (1) Mediul Skirrow fără antibiotice (2) Discuri cu acid nalidixic 30 pg și cu cefalotină 30 pg Procedura: însămânțează tulpina de testat în 2 cadrane ale plăcii cu mediul Skirrow în striuri dense suprapuse în 3 direcții Pe mijlocul ariei însămânțate depune într-un cadran un disc cu acid nalidixic, iar în celălat cadran un disc cu cefalotină (cefazolină) Incubează 24-48 ore la 37°C în condiții microaerofile 1155 Citire și inerpretare: Sensibilitate: Zonă de inhibiție, cu orice diametru, în jurul discurilor cu agenții antimicrobieni de testare Rezistență: Creștere până la periferia discului Controlul de calitate trebuie făcut prin tulpini de C jejuni/coli verificat sensibile la acid nalidixic și rezistente la cefalotină 41 48 NIACINA, PRODUCEREA DE Indicații: Diferențierea M tuberculosis de alte micobacterii necromogene cu creștere lentă Principiu: Niacina (acidul nicotinic) este un precursor în biosinteza coenzimelor NAD (nicotinamidadenindinucleotid) și NADP (nicotinamidadenindinucleotidifosfat) La M tuberculosis această biosinteză este blocată și niacina se acumulează în mediu Niacina reacționează cu bromura de cianogen în prezența anilinei și dă un compus galben Proba: Cultură în vârstă de 3-4 spăptămâni pe mediul Lowestein-Jensen Necesar: (1) Soluția de anilină Etanol 95° 96 mL Anilină 4 mL Păstrează la 4°C în flacon brun Din momentul în care devine galbenă nu mai poate fi utilizată (2) Bromura de cianogen Bromură de cianogen (precauții) 5 g Apă distilată 50 mL Prepară soluția numai sub hotă cu tiraj vertical Păstrează reactivul la 4°C în flacon brun ermetic închis Dacă apare un precipitat, încălzește la temperatura camerei pentru redizolvare Prepară numai volume mici pentru a preveni volatilizarea și degradarea reactivului Procedura: Adaugă 1 mL apă pe panta cu cultură Raclează cultura pentru a permite accesul apei la mediul subjacent Lasă tubul 15-30 min în poziție înclinată pentru extracția niacinei din mediu Amestecă 0,5 mL din lichidul de extracție cu 0,5 mL soluție de anilină Adaugă 0,5 mL bromură de cianogen Observă timp de 1-2 min apariția culorii galbene Citire și interpretare: Test pozitiv: Culoare galbenă x- Test negativ: Absența culorii galbene Controlul de calitate: Martor pozitiv: M tuberculosis Martor negativ: M avium Reacții fals negative se datorează: testării precoce în cultură insuficient dezvoltată (repetă testul pe nouă cultură incubată suficient pentru acumulare de niacină); extracție insuficientă a niacinei din mediu dacă este omisă raclarea prealabilă a culturii Tulpinile de M tuberculosis niacin negative sunt rarități 1156 41 49 NITRAȚI, REDUCEREA Indicații: Determinarea capacității unui microorganism de a reduce nitrații în nitriți, care pot fi reduși în continuare la azot de către bacteriile denitrifiante Testul este util pentru identificarea enterobacteriaceelor, pseudomonadelor și altor bacili gram-negativi nefermentativi, micobacteriilor, campilobacteriilor, corinebacteriilor, hemofililor și a unor levuri Principiu: Nitrat reductazele reduc nitrații la nitriți Adevăratele organisme denitrifiante, cum sunt speciile de Pseudomonas, reduc în continuare nitriții la azot prin proces respirator anaerob în care folosesc nitrații și nitriții ca acceptori terminali de electroni Proba: Colonii izolate din cultură tânără Metoda 1: Indicată pentru bacilii gram-negativi fermentativi sau nefermentativi Necesar: (1) Bulion nitrat KNO, chimic pur 1 g Bulion nutritiv 1000 mL Dizolvă nitratul în bulion Verifică să aibă pH 7,1 Repartizează câte 4 mL în tuburi 12/120 mm conținând fiecare un tub Durham inversat Autoclavează 20 min La 115°C (2) Soluția A (acid sulfanilic) Acid sulfanilic 1,6 g *Acid acetic soluție 5 N 200,0 mL (3) Soluția В (N,N-dimetil-l-naftilamină) **N,N-dimetil-l-naftilamină (precauții) 1,2 mL Acid acetic soluție 5 N 200,0 mL Reactivii A și В păstrați la frigider pot fi utilizați până la o lună (3) Pulbere de zinc Procedura: însămânțează tulpina de testat în bulion nitrat și incubează 24 ore la 37° C (30-35° C pentru Pseudomonas) Testează jumătate din cultură și reincubează alte 24 ore restul pentru că unele bacterii reduc nitrații lent Adaugă câte 3 picături din fiecare soluție, A și B Dacă în interval de câteva minute nu a apărut culoarea roșie, adaugă o cantitate mică din pulberea de zinc Agită Citire și interpretare: Test pozitiv: Reducerea nitratului la nitrit = culoarea roșie după adiția soluțiilor A și B Reducerea nitratului la azot = absența culorii roșii după adiția soluțiilor А В și pulberii de zinc; gaz în tubul Durham Test negativ: Culoarea roșie absentă după adiția soluțiilor A și B; apare numai după adiția pulberii de zinc Notă: Developarea reacției se poate face și cu reactivii menționați pentru metoda 2: acidifiază mediul cu câteva picături din soluția (2) de acid clorhidric și în continuare adaugă câte 0,5 mL din soluția (3) 0,2% de acid sulfanilic și din soluția (4) 0,1% de N-naftiletilendiamină hidroclorică * Amestecă 1 volum de acid acetic glacial cu 2,5 volume de apă distilată ** Este carcinogenă Manipulează numai cu propipetă, evită formarea de aerosoli și contactul cu tegumentul 1157 Controlul de calitate: Mediul de cultură trebuie să fie lipsit de nitriți Incubează în aceleași condiții de testare un tub cu mediu neînsămânțat La developarea reacției: test negativ Martor pozitiv: Burkholderia cepacia Martor negativ: Acinetobacter calcoaceticus Metoda 2: Indicată pentru micobacterii Necesar: (1) Nitrat de sodiu în tampon fosfat pH 7,0 NaNO, 0,085 g NaH,PO4 12H2O 0,485 g KH,PO4 0,117 g Apă distilată 100,0 mL Acid clohidric HC1 (precauții') 10 mL Apă distilată lOmL Adaugă acidul în apă pentru a evita stropi corozivi prin supraîncălzire (3) Soluție 0,2% acid sulfanilic Sulfanilamidă 0,2g Apă distilată 100,0 mL (4) N-naftiletilendiamină hidroclorică N-naftiletilendiamină hidroclorică 0,lg Apă distilată 100,0 mL (5) Pulbere de zinc Procedura: Pipetează într-un tub steril 3-5 picături de apă distilată sterilă și emulsio-nează o ansă încărcată de cultură Adaugă 2 mL soluție tampon NaNO, (1) peste suspensia bacteriană, agită și incubează 2 ore la 37° Adaugă pe rând: o picătură din soluția de acid clorhidric (2), 2 picături din soluția de acid sulfanilic (3) și 2 picături din soluția de N-naftiletilendiamină hidroclorică (4) Urmărește apariția culorii roșii Dacă în interval de câteva minute nu apare, adaugă în tub o cantitate mică din pulberea de zinc Citire și interpretare: Teste pozitive: Reducerea nitratului la nitrit = culoarea roșie după adăgarea soluțiilor 1-4 Reducerea nitratului la nitrit și mai departe la azot = absența culorii roșii după adăugarea soluțiilor 1-4 și pulberii de zinc Test negativ: Culoarea roșie apare numai după adăugarea pulberii de zinc Controlul de calitate: Martor pozitiv: M kansasii > Martor negativ: M avium Metoda 3: Indicată pentru campilobacterii Utilizează mediul lichid pentru Campylobacter suplimentat cu 1 % azotat de potasiu chimic pur Urmărește apariția nitriților și azotului conform precizărilor făcute la metoda 1 Metoda 4: Indicată pentru hemofili 1158 Necesar: (1) Bulion nitrat La 100 mL bulion bază adaugă și dizolvă 0,1 g azotat de potasiu chimic pur Autoclavează 20 min la 121°C (2) Reactivii pentru developarea reeacției precizați la metoda 1 Procedura: în 1 mL bulion nitrat, preîncălzit în baia de apă la 37°C prepară o suspensie densă a culturii testate Repune imediat tubul în baia de apă la 37°C După 15 min de incubare adaugă câte 3 picături din soluția de acid sulfanilic și de N,N-dimetil-1-naftilamină (vezi metoda Г) Apariția culorii roșii indică prezența nitriților rezultați sub acțiune nitratreductazei Metoda 5: Indicată pentru identificarea unor levuri Necesar: (1) Mediul cu nitrat KaNO, chimic pur 5,00 g Na,HPO4 1,14 g NaH,PO4 ll,70g Clorură de benzalkoniu (17%) 1,20 mL Apă distilată 200,0 mL Impregnează tampoane de vată cu dimensiuni mijlocii (e g , tampoane de uz curent pentru prelevarea exsudatelor) în mediu cu nitrat; usucă-le în aer; autoclavează-le și păstrează-le în ambalaj steril Prezența clorurii de benzalkoniu în mediu rupe pereții levurilor și eliberează nitrat reductaza endogenă Excesul de nitrat reduce riscul reacțiilor fals negative prin reducerea completă a nitratului până la azot (2) Reactivi pentru developare: vezi metoda 1 Procedura: Prelevă pe un tampon impregnat 2-3 colonii ale levurii de testat Introdu tamponul cu aplicatorul până în fundul unui tub gol și presează-1 pe sticlă pentru a asigura contactul levurilor cu reactivii din tampon Incubează tubul cu tamponul 10 min la 45°C (sau 2 ore la 37°C) Scoate tamponul și pipetează în tub câte 3 picături din reactivii A și B Imersează tamponul în amestecul reactivilor pentru developare Urmărește apariția culorii roșii în raport cu reacțiile obținute cu tampoanele impregnate cu levurile martor pozitiv și martor negativ Citire și interpretare: Test pozitiv: Culoare de la roz la roșu, nitratreductaza prezentă Test negativ : Nicio modificare de culoare, nitrat reductaza absentă Controlul de calitate: Martor pozitiv: Criptococcus albidus Martor negativ: Candida albicans 41 50 NITRIȚI, REDUCEREA Indicații: Identificarea a variați bacili gram-negativi, alții decât enterobacteriaceele și pseudomonadele (vezi Capitolele 32, 33) Principiu: vezi 41 49 Proba: Cultură pură în creștere activă 1159 Necesar: (1) Bulion nitrit KNO, chimic pur 1 g Bulion infuzie cord 1000 mL Dizolvă nitritul în bulion Verifică să aibă pH 7,0 Repartizează câte 4 mL în tuburi 12/120 mm conținând fiecare un tub Durham inversat Autoclavează 20 minlall5°C (2) Reactivii de developare a prezenței nitriților (vezi reducerea nitraților, Metoda 1: soluțiile A și B) Procedura: însămânțează tuburile cu bulion nitrit Incubează la 37°C împreună cu un tub martor neînsămânțat Urmărește la 24 și 48 ore reducerea nitriților (prin adăugarea a câte 0,5 mL din reactivii A și В per tub) cu acumulare de gaz în tuburile Durham Citire și interpretare: Test pozitiv: Absența oricărei modificări de culoare; gaz în tubul Durham Test negativ: Culoare roșie similară cu cea obținută după adăugarea reactivilor de developare în tubul cu mediu neînsămânțat Controlul de calitate: Martor pozitiv: Ochrobactrum anthropi Martor negativ: Moraxella lacunata 41 51 NOVOBIOCINA, TEST DE SENSIBILITATE LA Indicații: Diferențierea Staphylococcus saprophyticus de alți stafilococi coagulazo-negativi Principiu: Dintre stafilococii coagulazo-negativi cu importanță medicală, numai 5 saprophyticus este rezistent la novobiocină Proba: Cultură tânără pură pe mediu neselectiv Necesar: (1) Plăci cu agar Mueller-Hinton (2) Discuri cu 5 pg novobiocină Procedura: însămânțează cu tamponul, ca pentru antibiograma difuzimetrică pe un cadran al plăcii cu agar Mueller-Hinton suspensia tulpinii testate ajustată la densitatea etalonului 0,5 Mc Farland Depune în mijlocul ariei însămânțate un disc cu novobiocină Incubează plăcile peste noapte la 37°C Citire și interpretare: în cazul tulpinilor rezistente diametrul de inhibiție este 16 mm: 5 epidermidis 41 52 0129, TEST DE SENSIBILITATE LA Indicații: Diferențierea vibrionilor de aeromonade Principiu: Vibrio cholerae și alți vibrioni non-halofili sunt sensibili la agentul vibrio-static 0129 (2,4-diamino-6,7-diisopropil-pteridină), în timp ce aeromonadele sunt rezistente 1160 Proba: Cultura tânără purificată pe mediul neselectiv Necesar: (1) Plăci cu agar nutritiv cu 0,5% NaCI (2) 0129 fosfat, discuri cu 10 pg și cu 150 pg Procedura: însămânțează tulpinile de testat pe cadrane ale plăcii cu mediu agarizat ca pentru antibiogramă difuzimetrică Depune pe cadrane separate, însămânțate cu aceeași tulpină, discul cu 10 pg și cu 150 pg 0129 Incubează peste noapte la 37°C Citire și interpretare: Zona de inhibiție Discul cu 10 pg Discul cu 150 pg Absentă Absentă Absentă Prezentă Prezentă Prezentă Controlul de calitate: Interpretarea Rezistent Parțial sensibil Sensibil Organism sensibil: Vibrio metschnikovii Organism parțial sensibil; Vibrio alginolyticus Organism rezistent: Aeromonas spp 41 53 ONPG, TESTUL Indicații: Identifică bacteriile care produc P-galactozidază, dar nu produc galactozid-pennează Testul este util pentru diferențierea între Nesisseria lactamica și A meningitidis între Enterobacteriaceae, între speciile de Burkholderia și ale altor bacili-negativi nefermentativi Principiu: Fermentarea lactozei este controlată de 2 enzime: galactozid-permeaza și P-galactozidaza Bacteriile care produc P-galactozidază, dar nu și galactozid-pennează fermentează lactoza tardiv sau aparent de loc Dar adevăratele bacterii lactozo-negative nu posedă P-galactozidază ONPG (o-nitrofenil-beta-D-galactopiranozid) este un substrat cromogen hidrolizat de P-galactozidază cu eliberarea O-nitrofenolului, un compus galben Proba: Cultura tânără purificată pe mediul agarizat neselectiv, preferabil lactozat Nu pot fi testate culturi cu pigment galben Necesar: Bulion ONPG Soluția ONPG ONPG 0,6 g Na,HPO4 soluție 0,01 M 100,0 mL Dizolvă la temperatura camerei Sterilizează prin filtrare Conservă la 4-10°C și la adăpost de lumină Apa peptonată Peptonă 1,0 g NaCI 0,5 g Apă distilată 100,0 mL Dizolvă și autoclavează 15 min la 121°C 1161 Mediul complet Soluție ONPG 25 mL Apă peptonată 75 mL Amestecă aseptic și repartizează volume de 0,5 mL în tuburi 12/120 mm Conservat la 4°C mediul poate fi utilizat o lună; congelat este stabil și mai mult Când devine galben nu mai poate fi utilizat Procedura: Suspensionează în mediul ONPG o ansă încărcată cu cultură Incubează cel puțin 1 oră în baie de apă la 37°C Citire și interpretare: Test pozitiv: Apariția culorii galbene a O-nitrofenolului Test negativ: Absența culorii galbene Controlul de calitate: Martor pozitiv: Neisseria lactamica/Escherichia coli Martor negativ: N meningitidis/Morganella morganii 41 54 OPTOCHIN, SENSIBILITATEA LA Indicații: Diferențierea prezumtivă a Streptococcus pneumoniae de streptococii viridans Principiu: Majoritatea pneumococilor sunt sensibili la optochin, în timp ce streptococii viridans sunt rezistenți Specificitatea testului este peste 90% Proba: Colonii tinere izolate pe agar-sânge Necesar: (1) Plăci cu agar-sânge (2) Discuri de 6 mm diametru cu 5 pg optochin (etilenhidrocupreină) Procedura: însămânțează în striuri dense, suprapuse în 3 direcții, pe câte un cadran al plăcii cu agar sânge, 2-3 colonii din cultura prelevatelor monomicrobiene sau o singură colonie hemolitică din cea a prelevatelor polimicrobiene (e g , spută) Depune un disc cu optochin în centrul fiecărei arii însămânțate Incubează peste noapte la 37°C în atmosferă cu 5% СО, Citire și interpretare: Test pozitiv (sensibilitate): Zonă de inhibiție a creșterii cu diametrul > 14 mm Test negativ (rezistență): Absentă inhibiția creșterii Când zona de inhibiție este - luni Odată decongelată soluția, chiar păstrată în frigider, nu poate fi folosită decât cel mult o săptămână ' Testarea bacteriilor gram-negative poate fi făcută direct pe cultură (vezi Metoda 3) și cu soluția apoasă 1% de dimetil-p-fenilendiamină hidroclorică dar reactivul este mai puțin sensibil și mai toxic pentru bacteriile testate Pentru cocii gram-pozitivi Tetrametil-p-fenilendiamină dihidroclorică 6 g Dimetilsulfoxid 100 mL Omogenizează pentru dizolvare Reactivul conservat la temperatura camerei și adăpost de lumină rămâne activ mai multe săptămâni Procedura: • Testarea bacteriilor gram-negative Metoda 1: Plasează un dreptunghi de hârtie de filtru într-o cutie Petri și umectează-1 cu reactivul pentru oxidază Prelevă o porțiune de colonie cu ansă de platină ori cu vârful unei pipete Pasteur cudate „în trompă de muscă” și etaleaz-o ușor în spot pe suprafața hârtiei impregnate Test pozitiv Virajul spotului la purpuriu în interval de 10 sec Un viraj mai tardiv, între 10 și 60 sec nu este caracteristic; poate fi datorat testării unei culturi bătrâne sau de pe un mediu cu carbohidrați fermentabili Reia testarea cu cultura tânără de pe mediu corespunzător Test negativ Absența culorii purpurii Metoda 2: Prelevă o porțiune de colonie cu ansă de platină ori cu vârful unei pipete Pasteur cudate „în trompă de muscă” Frotează cultura pentru a forma un spot pe un dreptunghi de hârtie plasat într-o cutie Petri Depune o picătură din soluția de tetrametil-p-fenilendiamină pe spotul de cultură Citește și interpretează rezultatele conform precizărilor de la Metoda 1 rț^etodgZ^este utilă pentru identificarea coloniilor oxidazo-pozitive direct în culturi mixte “Depune o picătură de reactiv direct pe colonia suspectă Urmărește modificările de culoare Test pozitiv La testarea cu tetrametil-p-fenilendiamină: culoarea evoluează în câteva secunde de la cea a florii de levănțică la purpuriu închis La testarea £u dimetil-p-fenilendiamină: culoarea evoluează rapid de la roz la roșu închis, maro și în final, negru ~ 1165 Test negativ Absența culorii roșii sau purpurii Evită testarea pe agar cu sânge de berbec Culoarea intens roșie a acestui mediu împiedică citirea corectă a reacției Efectuează repicarea imediat ce surprinzi virajul culorii, altfel viabilitatea bacteriei este grav afectată, mai repede la testarea cu dimetil-p-fenilendiamină Caracterele morfotinctoriale ale bacteriei nu sunt însă afectate prin contactul prelungit cu reactivul Nu utiliza dimetil-p-fenilendiamină pentru testarea coloniilor mucoide Riști rezultate fals negative din cauza penetrabilității insuficiente a reactivului Metoda 4 folosește produse comerciale: benzi de hârtie indicator {Institutul Cantacuzino') sau baghete indicator pentru oxidază {Oxoid) Respectă instrucțiunile de utilizare recomandate de producător • Testarea cocilor gram-pozitivi Procedează ca în cazul Metodei 2 indicată mai sus, dar developează reacția cu soluția 6% tetrametil-p-fenilendiamină în dimetilsulfoxid Urmărește până la 2 min virajul spotului de cultură la albastru închis Controlul de calitate: Martor pozitiv: Pseudomonas aeruginosa, iar pentru cocii gram-pozitivi Micrococcus luteus Martor negativ: Escherichia coli, iar pentru cocii gram-pozitivi Staphylococcus epidermidis Nu utiliza anse cu resturi de substanță organică, ori anse din crom-nichel, pentru că dau reacții fals pozitive 41 58 OXIDAZA (FENOLOXIDAZA), TEST PENTRU LEVURI Indicații: Identificarea preliminară a Cryptococcus neoformans Principiu: Cryptococcus neoformans este singura specie a genului producătoare de 3,4-dihidroxifenilalanin fenoloxidază, enzimă care acționând asupra L-|3-3,4-dihidro-xifenilalaninei (Levodopa) în prezența unui compus de fier oxidează gruparea 0-difenol în melanină, pigment brun-negru Proba: Colonii izolate din cultura pură a levurii în creștere activă Necesar: (1) Tampon fosfat (A) KH,PO4 0,912 g Apă distilată 100,0 mL (B) Na, HPO4 0,951 g Apa distilată 100,0 mL Amestecă volume egale din soluțiile (A) și (B); ajustează la pH 6,8 Conservă la temperatura camerei (2) Soluția Levodopa (L-|3-3,4-dihidroxifenilalanină) *Levodopa 3,0 mg Apă distilată 1,0 mL (3) Soluția de citrat feric Citrat feric 1,0 mL Apă distilată 1,0 mL Dizolvă prin încălzire ușoară Solvită în 3 picături de dimetilsulfoxid 1166 (4) Soluția Levodopa-citrat feric Soluție Levodopa 1,0 mL Soluție citrat feric 0,5 mg Tampon fosfat pH 6,8 3,5 mL Amestecul final este colorat în albastru purpuriu și trebuie păstrat în flacon brun (5) Discuri impregnate cuLevodopa-citrat feric Confecționează din hârtie de filtru discuri cu diametrul de 1,5 cm și sterilizează-le prin autoclavare Impregnează fiecare disc până la saturare cu soluție Levodopa-citrat feric Usucă-le peste noapte la 37°C în cutie Petri cu capacul întredeschis Discurile conservate la -20° C în flacon brun ermetic «închis pot fi urilizate până la 6 luni Procedura: Umezește cu 2-3 picături de apă distilată un disc Levodopa-citrat feric și cu 2-3 picături de tampon fosfat un disc martor Plasează ambele discuri într-o cutie Petri și etalează pe fiecare, în spot, o ansă din cultura de testat Incubează 3-6 ore la 37°C placa închisă și etanșeizată cu bandă adezivă Urmărește la intervale de 30 min apariția culorii brune în spotul de cultură de pe discul test Dacă după 3 ore nu a apărut culoarea brună, mai fă o singură citire finală după alte 3 ore Citire și interpretare: Test pozitiv: Cryptococcus neofonnans produce fenoloxidază, care determină apariția melaninei, pigment brun difuzibil, pe discul test, dar nu și pe discul umezit cu tampon Test negativ: Absența pigmentului pe ambele discuri Rar alte specii de Ciyptococ-cus produc pe ambele discuri un pigment difuzibil întunecat, tot test negativ Controlul de calitate: Rezultate fals pozitive și fals negative sunt posibile și fac testul Levodopa-citrat feric un test preliminar ale cărui rezultate trebuie interpretate în contextul testelor biochimice Martor pozitiv: Cryptococcus neofonnans Martor negativ: Candida albicans 41 59 PATOGENITATE, TESTE DE 41 59 1 Bacilul difterie, testul de toxigeneză in vivo Indicații: Metoda de referință în caz de rezultat incert după testarea toxigenezei prin allte metode Principiu: Toxina difterică determină la cobai leziuni locale și generale, care sunt prevenite prin antitoxina difterică Proba: Cultură de 24-48 ore în bulion ser Necesar: (1) Doi cobai de - 250 g fiecare (2) Ser antidifteric cu 1000 U/mL (3) Seringi dispozabile de 5 mL Procedura: Protejează unul dintre cobai prin injectare intraperitoneală a 1000 U antitoxină difterică După două ore, injectează subcutanat la ambii cobai, în regiunea abdominală, câte 5 mL din cultura de testat Urmărește animalele 24-48 ore pentru apariția semnelor de intoxicație difterică 1167 Citire și interpretare: în cazul unei tulpini toxigene, cobaiul test moare în unnătoarele 24-48 ore prezentând semnele specifice ale intoxicației difterice: edem gelatinos la locul de inoculare, lichid seros în pleură, congestia capsulelor suprarenale Când cantitatea de toxină a fost mai mică de 1 DLM apar numai semne locale: necroză, zbârlirea părului, iar tardiv pareze Cobaiul martor, protejat cu ser antidifteric, nu prezintă nici o reacție locală sau generală în prezența acestor aspecte tulpina este considerată toxigenă 41 59 2 Bacilul difterie, testul de toxigeneză in vitro, testul Elek Indicații: Test de rutină pentru depisterea toxigenezei la tulpini de Corynebacterium diphtheriae ori C ulcerans Principiu: Toxina elaborată de cultura tulpinii testate difuzează în mediu și precipită în prezența unor cantități echivalente de antitoxină difterică Proba: Cultura de 18-24 ore pe mediul Loeffler Necesar: (1) Mediul Elek Agarul bază Proteoză peptonă Difco 20,0 g NaCI 5,0 g Bacto agar 12,0 g Macerat de came 1000,0 mL Dizolvă ingredientele prin încălzire la fierbere Ajustează la pH 7,7 Autoclavează pentru precipitare 20 min la 121 °C Filtrează prin vată Repartizează volume de 200 mL Autoclavează 30 min la 115°C Mediul final Agar bază 200 mL Ser normal de bou 50 mL Topește agarul bază; răcește la 40-50°C Adaugă și omogenizează serul de bou Repartizează volume de 25-30 mL în plăci Petri cu diametrul de 9 cm (2) Ser antidifteric nefenolat cu 500-1000 UI/mL Procedura: Decupează aseptic cu spatula, într-un diametru al plăcii cu mediul Elek un șanț de 7/0,5 cm îndepărtează mediul din șanț și pipetează în loc 0,5 ml ser antidifteric Menține ~ 2 ore placa cu capacul întredeschis în termostat pentru difuzia serului, apoi plombează șanțul cu agar bază însămânțează tulpinile de testat în striuri perpendiculare pe șanțul cu âhititoxină Incubează plăcile 48 ore cu citire zilnică Citire și interpretare: Test pozitiv Apariția unei linii de precipitare în unghiul format între striul culturi r și șanțul cu antitoxină Test negativ Absența liniei de precipitare Controlul de calitate: Martor pozitiv: Corynebacterium diphtheriae toxe Martor negativ: Corynebacterium diphtheriae tox' 1168 Plasează striul culturii martor lângă striul culturiii testate Liniile de precipitare din unghiul celor două culturi cu depozitul de antitoxină trebuie să se unească demonstrând identitate antigenică 41 60 PIGMENTOGENEZĂ, TESTE DE Indicații: Utile pentru identificarea unor bacterii cum sunt: pseudomonadele, micobacterii ș a Principiu: în condiții favorabile de mediu și iluminare unele bacterii produc pigmenți ? care orientează, într-o anumită măsură, identificarea lor Proba: Colonii proaspăt izolate în cultură pură Necesar: (1) Pentru pseudomonade: mediile King-Ward Raney F și P Mediul F stimulează producerea de fluoresceină și inhibă producerea de piocianină Proteoză peptonă 20,0 g Glicerol 10,0 mL K2HPO4 1,5 g MgS0,-7H,0 1,5 g Agar ' 20,0 g Apă distilată 1000,0 mL Amestecă ingredientele și încălzește cu agitare până la dizolvare Răcește și ajustează la pH 7,2 dacă este necesar Adaugă 20 g de agar și autoclavează pentru dizolvare, 10 min la 115°C Filtrează Repartizează câte 3 mL în tuburi de 12/20 mm Autoclavează 10 min la 115°C Solidifică în pantă Alternativ, mediul poate fi condiționat în plăci Mediul P stimulează producerea de piocianină și inhibă producerea de fluoresceină Peptonă 20,0 g Glicerol 10,0 mL K,SO4 anhidru 10,0 g MgCl, anhidră 1,4 g Agar 20,0 g Apă ditilată 00,0 mL Prepară ca la mediul F (2) Pentru micobacterii: mediul Lowenstein-Jensen Procedura: (1) Pentru pseudomonade: însămânțează cu fiecare tulpină câte o pantă a mediilor King-Ward F și P Incubează ambele medii peste noapte la 37°C Dacă nu a apărut pigment, reincubează pentru 72 ore mediul P la 37°C, iar mediul F la temperatura camerei (22°C) Citire și interpretare: Mediul P: Pigment difuzibil albastru-verde = producere de piocianină Mediul F: Pigment difuzibil galben-verzui luminos = fluoresceină (pioverdină) în cazurile echivoce, examinează tuburile sub lampă Wood în cameră obscură pentru fluorescență galbenă 1169 Unele tulpini de Pseudomonas aeruginosa pot să producă piorubină (pigment roșu) sau piomelanină (pigment brun-negru) care maschează producerea de piocianină Controlul de calitate: Martor pozitiv pentru piocianină și pioverdină: Pseudomonas aeruginosa Martor negativ pentru piocianină și pioverdină: Burkholderia cepacia (2) Pentru micobacterii: Diluează în bulion nutritiv cultura tulpinii de testat suficient de mult pentru a obține însămânțarea coloniilor izolate pe panta de mediu Lowenstein-Jensen însămânțează 3 tuburi cu mediu Lowenstein-Jensen Incubează unul la 37°C indiferent de expunere la lumină (neînvelit) învelește celelalte două tuburi în foiță de aluminiu sau hârtie neagră și incubează-le după cum urmează: • dacă suspectezi o tulpină scotocromogenă, unul la 24°C și celălalt la 37°C; • dacă suspectezi o tulpină fotocromogenă, unul la 30oC și celălalt la 37°C; Când apare creșterea în tubul martor, descoperă unul din tuburi și expune-1 2-3 ore la lumina unui bec de 100 w (interval în care poți face frotiuri) cu capacul deșurubat (sau cu dopul parafinat înlocuit cu dop de vată obișnuit), pentru a asigura aerarea culturii Reincubează tubul expus la lumină în incubatorul respectiv, cu examinare după 24 48 și 72 ore (cultura incubată la 24°C poate răspunde mai lent decât cea crescută la 37°C) Compară creșterea pe tubul expus la lumină cu cea de pe tubul învelit Citire și interpretare: Organismul scotocromogen = pigmentare în ambele tuburi Organismulfotocromogen = pigmentare numai în tubul expus la lumină Organismul necromogen = lipsa pigmentării în ambele tuburi Unele micobacterii fotocromogene, ca M kansasii, formează cristale portocalii de caroten Mycobacterium szulgai, cultivat la 37°C este scotocromogen și la 25°C fotocromogen 41 61 PIRAZINAMIDAZA, TEST Indicații: Individualizează în genul Coiynebacterium speciile care aparțin grupului C diphtheriae Principiu: Exceptând speciile grupului C diphtheriae, aproape toate speciile de Coiynebacterium hidrolizeazâ pirazinamida cu apariția culorii portocalii la developarea prin sulfat feroamoniacal Proba: Cultura tânără pură pe agar-sânge Necesar: v (1) Substratul: Prepară o soluție cu 2 mg pirazinamidă (Sigma) per mL de apă distilată Sterilizează prin membrană cu pori de 0,45 țtm Repartizează aseptic volume de 0,25 mL în tuburi 12/120 mm Conservă la -20°C '' (2) Revelatorul: Dizolvă 20 g sulfat feriamoniacal în 100 mL apă distilată Repartizează în volume mici și conservă la -20°C Procedura: Prepară o suspensie densă din cultura tulpinilor de testat în tuburi cu soluția substrat Incubează peste noapte la 37°C apoi adaugă în fiecare tub câte o picătură din soluția de substrat feriamoniacal 1170 Citire și interpretare: Test pozitiv: Apare culoarea portocalie Test negativ: Absența culorii portocalii Controlul de calitate: Martor pozitiv: Corynebacterium xerosis Martor negativ: Corynebacterium ulcerans 41 62 PIRUVAT, UTILIZAREA Indicații: Identificarea speciilor de Enterococcus Proba: Cultura pură în creștere activă Necesar: Bulion pentru utilizarea piruvatului Triptonă 10,0 g Extract de levură 5,0 g K,HPO4 5,0 g NaCI 5,0 g Piruvat de sodiu 10,0 g Albastru de bromtimol 104,0 mg Apă distilată 1000,0 mL Dizolvă ingredientele Ajustează la pH 7,1-7,4 dacă este necesar Repartizează volume de 3 mL în tuburi 12/120 mm Procedura: însămânțează tulpinile de testat în tuburi cu bulion piruvat Incubează la 37°C și urmărește zilnic până la 7 zile Citire și interpretare: Test pozitiv: Virajul galben al mediului Test negativ: Mediul rămâne verde ori verde-gălbui Controlul de calitate: Martor pozitiv: Enterococcus avium Martor negativ: Enterococcus gallinarum 41 63 PYR (PIROLIDONIL ARILAMIDAZA), TEST Indicații: Identificarea speciilor de Staphylococcus și de coci gram-pozitivi catalazo-negativi Test mai specific decât sensibilitatea la bacitracină pentru identificarea streptococilor P-hemolitici grup A Principiu: Unele specii de Staphylococcus, genuri sau numai specii ale genurilor de coci gram-pozitivi catalazo-negativi, hidrolizează substratul PYR (L-pirolidonil-P-naftilamidă) în L-pirolidonă și P-naftilamină, care prin reacția cu reactivul PYR (p-dimetilamino-cinamaldehidă) dă culoarea roșie Proba: Cultura pură în creștere activă sau colonii bine izolate în primocultură pe mediu neselectiv Necesar: Bulion PYR (un bulion nutritiv de calitate, e g , bulion Todd-Hewitt, cu 0,01% substrat PYR) repartizat în volume de 0,2 mL în tuburi 12/120 mm 1171 Procedura: Suspensionează o ansă încărcată de cultură într-un tub cu bulion PYR Incubează 4 ore la 37°C apoi adaugă o picătură de reactiv PYR Citire și interpretare: Test pozitiv: Culoarea roșie purpurie după 2 min de la adăugerea reactivului PYR Test negativ: Apariția oricărei culori, inclusiv portocaliu Controlul de calitate: Martor pozitiv: Streptococcus pyogenes Martor negativ: Streptococ ^-hemolitic non-grup A 41 64 PORFIRINA, TEST FORMARE A Indicații: Identificarea mai corectă și mai rapidă a necesității de factor X a tulpinilor de Haemophilus comparativ cu testul convențional de cultivare doar în prezența factorului X Principiu: Tulpinile de Haemophilus hemin-independente cultivate într-un mediu suplimentat cu acid 5-aminolevulinic (5-ALA), produc porfobilinogen și porfirine intermediari în sinteza heminei Din contra, în aceleași condiții, tulpinile hemin-dependente nu pot produce acești intermediari metabolici, lipsite fiind de enzimele necesare biosintezei lor Porfobilinogenul și porfirinele pot fi identificate rapid prin metode simple (e g , iradiere cu ultraviolete, reactiv Kovacs) Proba: Colonii în cultură pură pe mediu agarizat Necesar: (1) Soluția substrat *Acid 8-aminolevulinic 16,78 mg **MgSO4 0,08 mM 50,00 mL Dizolvă 5-ALA, sterilizează prin filtrare și repartizează volume de 0,5 mL în mici tuburi de sticlă închise ennetic Conservată la -10°C; soluția poate fi utilizată 6 luni (2) Reactiv Kovacs: Vezi 41 38 Procedura: Suspensionează o ansă plină de cultură (~1 mg) într-un tub cu soluție substrat Incubează 4 ore la 37°C Developează reacția în ultraviolet (360 nm) sub lampă Wood Alternativ, adaugă 0,5 mL reactiv Kovacs, agită puternic și lasă fazele să se separe Citire și interpretare: Test pozitiv: Fluorescență roșie-portocalie arată conversia 5-ALA în porfirină Alternativ, culoarea roșie în faza inferioară apoasă, indică prezența porfobilino^enului Tulpinile cu testul porfirinei pozitiv sunt hemin-independente Test negativ: Absența fluorescenței roșii la iradierea cu ultraviolete, respectiv a culorii roșii din faza apoasă după adăugarea reactivului Kovacs Tulpinile de Haemophilus' cu testul porfirinei negativ sunt dependente de factorul X * Sigma Chemical Со, St Loius, Mo/RAL ** Dizolvă 96,31 mL MgSO4 într-un litru de tampon fosfat (indicat amestecul soluțiilor de Na HPO, și KJfPOJ 0,067 M pH 6,9 (vezi tabelul 43-2, 43-3) ' ' 1172 Totuși, majoritatea speciilor bacteriene, nehemofile, sunt negative la acest test, fără a necesita pentru dezvoltare factor X în plus, există tulpini de Klebsiella și Pseudomo-nas care dau testul pozitiv Controlul de calitate: Martor pozitiv: Haemophilus parainfluenzae Martor negativ: Haemophilus influenzae 40 65 ROȘU METIL, TESTUL CU Indicații: Diferențiază Errterobacteriaceae-\e în raport cu calea fermentativă a glucozei: acidă mixtă sau butilen glicolică Principiu: Acizii acumulați prin fermentarea glucozei pe calea acidă mixtă (lactic, acetic, formic, succinic) imprimă mediului o reacție puternic acidă, pH sub 4,5, nesemnificativ influențată de procesele oxidative concomitente Metaboliții intermediari și finali ai căii butilen glicolice (acetoina, butilen-glicol, etanol etc ), cu reacție predominant neutră, alături de procesele oxidative concomitente, previn scăderea semnificativă a pH-ului Indicatorul roșu metil (roșu la pH sub 5,0 și galben la pH peste 5,8) surprinde bine modificările de pH care particularizează cele două căi de fermentare a glucozei Proba: Cultură tânără, pură pe mediu gelozat Necesar: (1) Soluția indicator de roșu metil Roșu metil 40,0 mg Alcool etilic absolut 40,0 mg Apă distilată 60,0 mL Dizolvă roșu metil în etanol și completează până la 100 ml cu apă distilată Păstrat la 4°C reactivul rămâne stabil 1 an (2) Bulion Clark-Lubs Peptonă 7 o o K;HPO4 5’o g Glucoză 5,0 g Apă distilată 1000 mL Dizolvă în apă peptonă și fosfatul prin încălzire la vapori fluenți Ajustează la pH 6,9 și filtrează Repartizează volume de 95 de mL și autoclavează 15 min la 121 °C Adaugă aseptic și omogenizează în fiecare 95 mL mediu câte 5 mL din soluția 10% glucoză sterilizată prin filtrare Repartizează aseptic câte 1,5 mL în tuburi 12/120 mm Procedura: Inoculează bogat tulpina de testat într-un tub cu bulion Clark-Lubs Incubează 48 ore la 37°C Adaugă două picături din soluția indicator de roșu metil Citire și interpretare: Test pozitiv: Culoarea indicatorului rămâne roșie Test negativ: Indicatorul virează în galben Controlul de calitate: Martor pozitiv: Escherichia coli/Citrobacter freundii Martor negativ: Enterobacter aerogenes 1173 41 66 SXT, TESTUL Indicații: Diferențierea prezumptivă a streptococilor grup A și В de alți streptococi P-hemolitici Principiu: Majoritatea streptococilor grup A si В sunt rezistenți la SXT (asociația Sulfametoxazol-Trimetoprim), în timp ce alți streptococi P-hemolitici sunt sensibili când sunt incubați în atmosferă normală Proba: Cultura tânără pură sau colonii P-hemolitice bine izolate în primocultură pe mediu neselectiv Necesar: (1) Agar tripticază soia cu 5% sânge de berbec (2) Discuri cu 23,75 pg sulfametoxazol și 1,25 pg trimetoprim Procedura: Prelevă 2-3 colonii sau o ansă din cultura pură și însămânțează un cadran al plăcii cu agar-sânge în striuri strânse suprapuse în trei direcții Depune în mijlocul ariei însămânțate un disc cu SXT Incubeazăpeste noapte la 37°C în atmosferă normală Citire și interpretare: Sensibilitate: Orice zonă de inhibiție în jurul discului de SXT Rezistență: Creștere până la disc Controlul de calitate: Martor sensibil: Streptococii grup C și G Martor rezistent: Streptococii grup A și B 41 67 TELURIT, TESTUL DE TOLERANȚĂ/REDUCERE Indicații: Diferențierea speciilor de Enterococcus; diferențierea complexului Mycobacterium avium-intracellulare de alte micobacterii necromogene cu creștere lentă Principiu: Enterococcus faecalis și Mycobacterium avium-intracellulare reduc teluritul de potasiu la telur metalic de culoare neagră Proba: Colonii izolate din cultura pură tânără 41 67 1 Testarea enterococilor Necesar: Agar nutritiv cu 0,004% telurit de potasiu Topește agarul nutritiv Răcește la 45°C Adaugă aseptic 4 mL din soluția 1% de telurit de potasiu (39 4 7 ) Toarnă în plăci v Procedura: Pe un sector al plăcii, însămânțează în striuri tulpina de testat Incubează la 37°C cu citire zilnică până la 7 zile Citire și interpretare: Test pozitiv: Dezvoltare de colonii negre Test negativ: Dezvoltare de colonii alb-gri Controlul de calitate: Martor pozitiv: Enterococcus faecalis Martor negativ: Enterococcus faecium 1174 41 67 2 Testarea micobacteriilor Necesar: (1) Mediu nutritiv de bază Bulion Middlebrook 7H9 fără glicerol 100 0 mL Tween 80 5,0 mL Prepară mediul conform indicațiilor producătorului Adaugă Tween 80 Repartizează aseptic câte 5 ml în tuburi sterile 16/160 mm (2) Soluția de telurit Telurit de potasiu (precauții) 0,1 g Apă distilată 50,0 mL Dizolvă teluritul, repartizează în volume de 2 mL și autoclavează 10 min la 121 °C Conservă la frigider Pentru a preveni contaminarea, utilizează un singur tub pentru lotul de testări dintr-o zi Procedura: însămânțează mediul nutritiv de bază pentru a obține o suspensie ușor opalescență Incubează 7 zile la 37°C Adaugă 2 picături din soluția de telurit la fiecare cultură Reincubează și examinează tuburile zilnic timp de 4 sau mai multe zile Citire și interpretare: Test pozitiv: Depozit negru de telur metalic Test negativ: Absența precipitatului negru Nu lua în considerație precipitatele cenușii Controlul de calitate: Martor pozitiv: Mycobacterium avium-intracellulare Martor negativ: Mycobacterium kansasii 41 68 TEMPERATURA, CAPACITATEA DE CREȘTERE LA VARIATE Indicații: Diferențierea enterococilor și streptococilor grup D de alți coci gram-pozitivi catalazo-negativi, a campilobacteriilor termofile de alte grupuri ale genului Campylobacter Principiu: în timp ce toți cocii gram-pozitivi catalazo-negativi cresc optim la 37°C, numai enterococii și streptococii grup D cresc la 10°C și la 45°C Creșterea campilobacteriilor la 25°C, 37°C și la 42°C variază cu specia La 25°C Campylobacter jejuni/coli nu se dezvoltă cert Proba: Cultura pură în creștere activă 41 68 1 Testarea cocilor gram-pozitivi catalazo-negativi Necesar: Un bulion cu bune calități nutritive (e g , bulion Todd-Hewitt sau infuzie de cord glucozată l%0) Procedura: însămânțează cu câte o colonie sau o picătură din cultura în bulion 2 tuburi cu mediile precizate în interval de maximum 10 min incubează tuburile la 10°C și respectiv 45°C Urmărește zilnic creșterea până la 7 zile 1175 Citire și interpretare: Test pozitiv: Tulburarea mediului Test negativ: Mediul rămâne clar Controlul de calitate: Martor pozitiv: • Creștere la 10°C și 45°C: Enterococcus faecalis • Creștere la 10°C, dar nu la 45°C: Lactococcus sau Vagococcus, tulpină verificată fără creștere la 45°C • Creștere la 45°C, dar nu la 10°C: Pediococcus spp Martor negativ: Aerococcus sau Gemella nu cresc la aceste temperaturi 41 68 2 Testarea campilobacteriilor Necesar: Mediul Skirrow fără antibiotice sau geloză moale cu digestie de ficat Procedura: însămânțează tulpina în triplu pe plăci cu mediu Skirrow sau coloană moale cu digestie de ficat pentru incubare microaerofilă la 25°C, 37°C și la 42°C timp de 48-72 ore Citire și interpretare: Test pozitiv: Colonii sau turbiditate la 1 cm de la suprafața coloanei de geloză moale Test negativ: Lipsa creșterii Controlul de calitate: Martori pozitivi: • Creștere la 25°C: Campylobacter hyointestinalis • Creștere la 42°C: Campylobacter jejuni/coli Martor negativ pentru 25°C: Campylobacter jejuni/coli 41 69 TIOFEN-2-CARBOXILIC ACID HIDROLIZA (TCH), SENSIBILITATE LA Indicații: Diferențierea Mycobacterium bovis de M tuberculosis Principiu: TCH inhibă selectiv creșterea M bovis fără a afecta creșterea altor micobacterii Proba: Colonii proaspăt izolate în cultură pură Procedura: Determină sensibilitatea față de 1,0 și 5,0 pg ТСН/mL prin metoda proporțiilor Citire și interpretare: Absența creșterii în tuburile cu 1,0 și 5,0 pg ТСН/mL, dar creștere pe mediul fără TCH indică M bovis test pozitiv Ocazional, tulpini de M tuberculosis, rezistente la izoniazidă, nu cresc pe mediul cu TCH, dar dau testul niacinei pozitiv Controlul de calitate: Martor pozitiv: Mycobacterium bovis Martor negativ: Mycobacterium tuberculosis 1176 41 70 TIROZINA, HIDROLIZA Indicații: Diferențierea bacteriilor nocardiforme (specii de actinomicete aerobe) Principiu: Unele specii de actinomicete aerobe hidrolizează tirozina, hipoxantină sau/și xantina, determinând clarificarea mediului din jurul creșterii bacteriene Proba : Colonii din cultura pe mediu gelozat Necesar: (1) Agar tirozină Agar nutritiv 100,0 mL L-tirozină 0,5 g Apă distilată 10,0 mL Dizolvă L-tirozina în apă distilată și autoclavează 10 min la 121°C Adaugă soluția de aminoacid la baza nutritivă topită și răcită la 45°C Omogenizează și toarnă volume de 25 mL în plăci Petri cu diametrul de 9 cm (2) Agar xantină și (3) Agar hipoxantină: Procedură ca pentru prepararea agarului tirozină, dar folosește aminoacidul în concentrație de 0,4% Procedura: însămânțează plăcile, incubează la 30-37°C și examinează periodic până la o lună Citire și interpretare: Test pozitiv: Dispariția cristalelor de tirozină/xantină/hipoxantină din jurul creșterii bacteriene cu clarificarea mediului Test negativ: Mediul nemodificat în jurul creșterii Controlul de calitate: Martori Pozitiv Negați Tirozină Xantină Hipoxantină Nocardia brasiliensis Nocardia otitidiscaviarum Nocardia otitidiscaviarum Nocardia asteroides Nocardia asteroides Nocardia asteroides 41 71 TRANSFORMARE CALITATIVĂ, TESTUL DE Indicații: Confirmarea apartenenței la genul Acinetobacter Principiu: O tulpină competentă auxotrofa te Acinetobacter este pusă în contact cu ADN-ul tulpinii de testat Apariția de colonii pe mediul indicator care nu permite creșterea tulpinii auxotrofe originale indică existența unei transformări și confirmă apartenența tulpinii testate la genul Acinetobacter Proba : Cultura pură în creștere activă Necesar: (1) Tulpina competentă auxotrofa de A calcoaceticus BD413 trpE27 = ATCC 33308 care nu crește pe un mediu care conține aspartat de sodiu ca unică sursă de carbon (2) Tampon de liză Citrat trisodic 2H,0 NaCI ‘ Sodiu dodecil sulfat (SDS) Apă distilată 0,44 g 0,88 g 0,05 g 100,00 mL 1177 (3) Mediul indicator Mediu minimal de bază K,HPO4 10 g NaH,PO4 5 g MgSO ’7HnO 200 mg (NH4)7SO4 ' 2 g CaCl >2 H,0 1 mg FeSO4*7H,b 1 mg Apă distilată 1000 mL Autoclavează 20 min la 110-115°C Mediu complet Adaugă la mediul minimal de bază: Aspartat de sodiu 2 g Agar Noble 15 g Dizolvă prin încălzire și autoclavează 30 min la 110-115°C Răcește la 50°C și toarnă în plăci Evaporă condensul Conservă la 4°C în pungă de plastic închisă; poate fi folosit mai multe luni Procedura: (1) Obținerea ADN-ului brut al tulpinii de testat Prepară o suspensie densă din cultura tulpinii de testat în 0,5 mL tampon de liză într-o eprubetă de 12/120 mm (2) Transformarea Pe o placă de tripticază soia (TCS) sau alt mediu cu calități nutritive echivalente, etalează o ansă din cultura de 24 ore, pe mediu agarizat, a tulpinii competente de Acinetobacter Pe suprafața însămânțată depune o ansă din ADN-ul tulpinii testate pentru a forma un spot cu diametrul de cca 1 cm Incubează 4 ore la 30°C Pe o placă cu diametrul de 9 cm pot fi depuse până la 8 probe de ADN Pe o altă placă cu același mediu depune un spot din ADN-ul de testat pentru controlul sterilității și a lizei Incubează peste noapte la 30°C (3) Selecția transformanților Prelevă cu ansa din fiecare spot de pe suprafața plăcii incubate 4 ore și însămânțează câte un sector pe suprafața plăcii cu mediu indicator însămânțează un sector și cu tulpina competentă netransformată Incubează 16 ore la 30°C Citire și interpretare: Test pozitiv: Creștere pe mediul indicator - tulpina competentă a fost transformată de ADN-ul tulpinii testate, care este deci Acinetobacter \i Test negativ: Absența creșterii pe mediul indicator - tulpina competentă nu a fost transformată, deci tulpina testată nu este Acinetobacter Controlul de calitate: > Martorul pentru liza tulpinii testate și sterilitate: Absența creșterii pe mediul de transformare (agar TCS) în spotul însămânțat numai cu extractul tulpinii studiate Martorul pentru detectarea unor eventuali contaminanți sau mutante reverse în cultura tulpinii competente' Absența creșterii în sectorul corespunzător de pe placa cu mediu indicator 1178 41 72 yj^j£Qpj|YȚQi^ NgțyggjyAȚI j^țjYRITIVE Indicații: Diferențierea corectă a speciilor de Trichophyton Principiu: Unele specii de Trichophyton sunt caracterizate prin necesități nutritive esențiale sau parțiale Așa se diferențiază T verrucosum, care necesită tiamină și inozitol de T tonsurans și T violaceum, care necesită numai tiamină și de T equinum, care necesită acid nicotinic, de toate celelalte specii Proba: Un fragment de colonie în creștere activă din cultura purificată pe mediu neîmbogățit cu vitamine, ca agar Sabouraud glucozat Pentru a asigura absența bacteriilor din inocul, uneori este necesară purificarea culturii de Trichophyton prin subcultivarea repetată pe mediu cu antibiotice (e g , Agar Mycosel - vezi 40 4 9 ) Necesar: Trichophyton, medii pentru determinarea necesităților nutritive: Trichophyton agar nr 1 Bacto casaminoacizi fără vitamine Bacto dextroză KH,PO4 MgS o4 Bacto agar Apă distilată 2,5 g 40,0 g 1,8 g 0,1 g 15,0 g 1000,0 mL Trichophyton agar nr 2: La ingredientele mediului nr l adaugă: Inozitol 50,0 mg Trichophyton agarnr 3: La ingredientele mediului nr l adaugă: Inozitol Tiamină hidroclorică 50,0 mg 200,0 mg Trichophyton agar nr 4: La ingredientele mediului nr 1 adaugă: Tiamină hidroclorică 200,0 mg Trichophyton agar nr 5: La ingredientele mediului nr l adaugă: Acid nicotinic Trichophyton agar nr 6: 2 mg nh4no, Bacto dextroză KH,P04 MgSO4 Bacto agar Apă distilată 1 5 2 40,0 g 1,8 g o i g 15,0 g 1000,0 mL Trichophyton agar nr 7: La ingredientele mediului nr 6 adaugă: Histidină hidroclorică 30 mg Pentru fiecare mediu: Amestecă ingredientele și dizolvă la cald Repartizează în tuburi și autoclavează 12 min la 121°C Solidifică în pantă Procedura: însămânțează un foarte mic fragment din colonia de testat pe pantele cu mediile Trichophyton Inoculul minimal se impune pentru a evita transportul nutrienților din cultura primară pe mediul de testare Incubează tuburile 2 săptămâni la 30°C Examinează pantele pentru creștere după 1 și 2 săptămâni 1179 Citire și interpretare: Tabel 38-6 Controlul de calitate: Martori pentru necesitățile de • Inozitol și tiamină: Trichophyton verrucosum • Tiamină: T tonsurans • Acid nicotinic: T equinum Martor negativ: Mediul neinoculat 41 73 TWEEN 80, HIDROLIZA Indicații: Identificarea unor micobacterii saprofite sau condiționat patogene Principiu: Unele micobacterii produc o esterază care hidrolizează Tween 80 (polioxietilen sorbitan monooleat) și virează, prin acidul oleic eliberat, culoarea indicatorului inclus în substrat, roșu neutru, de la chihlimbariu la roșu Proba : Colonii izolate din cultura tânără Necesar: Tween 80 0,5 mL Roșu neutru soluție 0,1% 2,0 mL *Tampon fosfat 0,0667 M pH 7,0 100,0 mL Amestecă și repartizează câte 2 mL în tuburi de 16/160 mm Autoclavează 10 min la 115°C Soluția trebuie să fie galben pai sau slab chihlimbarie Poate fi conservată două săptămâni la întuneric Procedura: Suspensionează în soluția substrat o ansă plină cu diametrul de 3 mm din cultura tânără a tulpinii de testat Incubează 5-10 zile la 37°C Urmărește periodic modificarea de culoare Citire și interpretare: Test pozitiv: Virajul culorii la roșu în interval de 5 zile Test echivoc: Virajul culorii la roșu în interval de 5-10 zile Controlul de calitate: Martor pozitiv: Mycobacterium kansasii Martor negativ: Mycobacterium avium-intracellulare Test negativ: Culoare neschimbată a soluției substrat 41 74 UMFLAREA CAPSULEI (TESTUL QUELUNG) Indicații: Detectarea și identificarea pneumococilor în prelevate patologice ca: exsudate din seroase, spută; identificarea și tipizarea pneumococilor din culturi Principiu: Complexul antigen-anticorp, format prin reacția polizaharidului capsu-lar pneumococic cu antiserul homolog, are refringența mai crescută dacât fluidul înconjurător și apare, microscopic, ca un halou larg în jurul corpilor bacterieni Proba: Prelevate patologice (lichidul cefalorahidian sau diverse exsudate) Cultură tânără pe agar-sânge sau în bulion *Prepară din Na,HPO4 și KH, PO4 conform tabelelor 43-2, 43 -3 1180 Necesar: (1) Ser antipneumococic polivalent sau seruri monovalente Comercial' Statens Seruminstitut, Copenhagen, Denmark; Difco, Institutul Cantacuzino Atenție! Nomenclatura daneză și americană a serovarurilor pneumococice este diferită Urmărește instrucțiunile producătorului (2) Soluție 1 % albastru de metilen (3) Materiale pentru microscopia preparatului umed între lamă și lamelă (vezi Capitolul 4) Procedura: (A) Testarea culturii (1) Preparatul martor Prepară în 0,5 mL soluție salină izotonă o suspensie opales-centă din cultura pe agar-sînge sau folosește 0,5 mL din cultura în bulion Adaugă 0,5 ml soluție 1% albastru de metilen și agită pentru omogenizare Depune o picătură din suspensia bacteriană colorată pe o lamă de microscop, acoperă cu o lamelă și examinează mai multe câmpuri cu imersia după diafragmarea corespunzătoare a luminii Observă dacă: pneumococii sunt bine colorați în albastru și înconjurați de un mic halou incolor și pe câmp sunt 50-100 de pneumococi La nevoie diluează suspensia pentru a evita reacțiile fals negative determinate printr-un exces de substanță capsulară (2) Preparatul test Dacă densitatea bacteriană este satisfăcătoare, depune pe o lamă de microscop o picătură din suspensia bacteriană, iar pe o lamelă o picătură de ser antipneumococic polivalent Depune lamela inversată pe lamă astfel încât cele două picături să se amestece Menține preparatul 10 min în cameră umedă Examinează cu imersia mai multe câmpuri înainte de a înregistra un rezultat negativ în caz de rezultat pozitiv, repetă operația cu serurile specifice de tip (B) Testarea în prelevat patologic în raport cu rezultatul observat la examinarea frotiului colorat Gram, folosește prelevatul ca atare sau sedimentul pentru a realiza concentrația bacteriană recomandată pe câmp microscopic examinat cu imersia Mai departe procedează ca pentru testarea culturii Citire și interpretare: Test pozitiv: Pneumococii colorați în albastru închis sunt dispuși izolat, în perechi, în lanțuri ori chiar în grămezi și înconjurați de un halou clar, mai net definit și semnificativ mai larg decât la preparatul martor Test negativ: Nici o diferență între preparatul test și martor în caz de rezultat negativ, reexaminează preparatul menținut o oră în cameră umedă Controlul de calitate: Folosește o tulpină de Streptococcuspneumoniae serovar III și ser antipneumococic polivalent 41 75 UREAZĂ, PRODUCEREA DE Indicații: Test important pentru diferențierea a numeroase bacterii (Enterobacteriaceae, stafilococi, streptococi viridans, campilobacterii, hemofili, bordetele, pseudo-monade și alți bacili gram-negativi nefermentativi, corinebacterii, micobacterii, bacterii nocardiforme, clostridii, bacterii anaerobe gram-pozitive nesporulate, ureaplasme) și fungi (levuri, fungi dermatofiți) 1181 Foarte util ca test de triaj pentru izolatele din coproculturi: eliminarea tulpinilor puternic ureazo-pozitive de Proteus, Morganella, Providencia, nesemnificative clinic Principiu: Ureaza hidrolizează ureea cu formare de amoniac și СО, Amoniacul alcalinizează mediul și determină virajul indicatorului, roșu fenol, de la galben (pH 6,86,9) la roșu magenta (pH 8,1) Proba : Cultura pură în creștere activă Necesar: Testăm fie ureaza produsă de bacterii în creștere activă pe un mediu nutritiv adecvat care conține uree (cazul microorganismelor nepretențioase), fie ureaza preformată din cultură la sfârșitul fazei exponențiale pe mediu de izolare sau purificare, folosind o soluție care conține uree și un reactiv adecvat de developare pentru amoniacul rezultat De regulă testarea în bulion uree oferă rezultate mai rapide decât testarea pe mediu gelozat, mai ales dacă incubarea este făcută în baie de apă (V) Agarul uree Christensen este un mediu slab tamponat convenabil pentru testarea multor miocroorganisme care produc urează în cantități moderate (e g , Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia etc ) Peptonă 1 g NaCI 5g KH2PO4 2g Roșu fenol soluție 0,2% 6 mL Agar 15 g Apă distilată 1000 mL Dizolvă solidele prin încălzire Adaugă soluția indicator și ajustează pH-ul la 6,8 dacă este nevoie Filtrează și autoclavează 20 min la 121°C Adaugă aseptic la baza răcită la 50°-55°C 10 mL soluție 10% glucoză și 20 mL soluție 20% uree, ambele sterilizate prin filtrare Omogenizează și repartizează aseptic cca 3 mL în tuburi 12/120 mm Solidifică în pantă cu început de coloană (2) Bulionul uree • Bulionul uree Black-Christensen, versiunea lichidă a agarului Christensen, este mediul de elecție pentru testarea corinebacteriilor și bordetelelor, deși a fost inițial conceput pentru Enterobacteriaceae Comercial este oferit de către Oxoid, Institutul Cantacuzino • Bulionul uree Rustigiani-Stuart este convenabil pentru testarea Enterobacteri-aceae-lor care produc cantități mari de urează (e g , Proteus, Morganella, Retgerella ș a ) și nocardiilor Fiind puternic tamponat oferă rezultate abia după 8 până la 48 ore de incubare Extract de levură KH,PO4 Na,HPO Roșu fenol soluție 0,2% Apă distilată 0,1 g 9Д g 9,5 g 5 mL 1000 mL ' Dizolvă solidele în apă prin încălzire Adaugă soluția indicator și verifică dacă mediul are pH la 6,8 Repartizează volume de 100 mL și autoclavează 20 min la 121°C Adaugă aseptic la fiecare 100 mL mediu de bază câte 10 mL soluție 20% uree sterilizată prin filtrare Repartizează aseptic volume de 3 mL în tuburi 12/120 mm 1182 • Bulionul uree R (rapid) este o variantă de 100 de ori mai puțin tamponată a mediului propus de Rustigiani și Stuart, ceea ce pennite depistarea mai sensibilă și mai rapidă a ureazei în intervale de 10 min la 4 ore Extract de levură 100,0 mg KH,PO4 91,0 mg Na,HPO4 95,0 mg Roșu fenol soluție 0,2% 5,0 mL Apă distilată 1000,0 mL Prepară mediul de bază, adaugă ureea și condiționează mediul final conform precizărilor dela bulionul uree Rustigiani-Stuart (3) Mediul cu uree pentru anaerobi Soluția A: Mediul de bază cu thioglicolat fără Glucoză și indicator 9,6 g Extract de levură 0,8 g Apă distilată 400,0 mL Dizolvă ingredientele prin încălzire Autoclavează 20 min la 121 °C și răcește la 60°C Soluția B: Bulion uree 15,5 g Apă distilată 50,0 mL Amestecă și dizolvă ingredientele Sterilizează prin filtrare Mediul final: Amestecă aseptic soluțiile A și B Repartizează aseptic volume de 7 ml în tuburi de 15/90 mm cu capac înșurubat în vederea utilizării: menține tuburile cu capacul deșurubat peste noapte în cameră anaerobă, apoi înșurubează strâns capacele Conservă tuburile la 4°C (4) Soluția Lautrop cu 1% uree pentru testarea hemofililor KH,PO4 0,1 g K,HPO4 0,1 g NaCl 0,5 g Roșu fenol soluție 0,2% 0,5 mL Apă distilată 1000 mL Dizolvă ingredientele Adaugă soluția indicator Ajustează la pH 7,0 cu soluție 5 N de NaOH Autoclavează 20 min la 121°C Răcește sub 50°C și adaugă aseptic 10,4 mL soluție 20% uree sterilizată prin filtrare Repartizează aseptic volume de 0,5 mL în tuburi 12/120 mm (5) Discuri cu uree și indicator sunt comercializate de Difco Laboratories, iar tablete de Rosco, Taastrup, Denmark (6) Soluție de uree cu CaCl, pentru diferențierea ureaplasmelor Uree 0,6 g CaCl, 1,1 g Apă distilată 100,0 mL Procedura (1) Testarea bacililor gram-negativi fermentativi, în principal Enterobacteriaceae • în bulion uree: Suspensionează trei anse (diametrul buclei de 2 mm) per tub din cultura de testat Incubează în baie de apă la 37°C cu citiri la 8, 12, 24 și 48 ore La testarea în bulion uree R efectuează citirile la 10, 30, 60 min și 4 ore 1183 • Pe agar Christensen: însămânțează bogat o pantă de mediu cu tulpina testată Incubează la 37°C cu citiri după 5, 10 min și 18-24 ore Reincubează tuburile negative până la 4 zile (2) Testarea bacililor gram-negativi nefermentativi trebuie făcută pe agar Christensen însămânțează bogat o pantă de mediu cu tulpina testată Incubează la 37°C cu citiri după 5, 10 min și 18-24 ore (3) Testarea bacteriilor anaerobe • Metoda 1: însămânțează abundent un tub de mediu anaerob cu uree Incubează anaerob la37°C cu citire zilnică până la 7 zile în caz de reducere a indicatorului testează apariția amoniacului prin adăugarea în tub a unei picături din soluția indicator de roșu fenol 0,2% sau, mai bine, a câteva picături de reactiv Nessler (vezi 41 5 ) • Metoda 2: Prepară o suspensie densă din cultura bacteriei testate în 0,5 mL soluție salină sterilă și introdu în tub o tabletă sau un disc indicator cu uree Alternativ, suspensionează cultura în 0,5 mL bulion uree Incubează tuburile anaerob la 37°C cu citiri după 15, 30 min și 24 ore în caz de reducere a indicatorului, testează cu reactiv Nessler apariția amoniacului (4) Testarea bordetelelor Folosește bulion uree Black-Christensen suplimentat cu NAD (100 țig/mL) și 1% ser de cal însămânțează tuburile dens, incubează la 37°C cu citire zilnică până la 7 zile (5) Testarea bacteriilor nocardiforme • în bulion uree Rustigiani-Stuart: Procedează ca pentru Enterobacteriaceae • Pe agar uree Christensen: Procedează ca pentru Enterobacteriaceae (6) Testarea campilobacteriilor însămânțează abundent tuburi cu 1 mL bulion Preston și introdu în fiecare tub un disc indicator uree Rezultatul poate fi citit după 6 ore de incubare la 37°C Alternativ însămânțează abundent mediul cu uree Christensen (7) Testarea corinebacteriilor într-un tub cu bulion uree Black-Christensen suspensionează 1-2 anse încărcate din cultura de testat Incubează 24 ore la 37°C (8) Testarea fungilor • Metode pentru levuri Repartizează 3-4 picături de bulion uree R în godeuri ale unei plăci din plastic pentru microtitrări Omogenizează un inocul bogat din cultura fiecărei levuri de testat în câte un godeu cu mediu Etanșează placa cu folie transparentă din plastic și incubează 4 ore la 37°C Alternativ, convenabil pentru testarea unui număr mic de tulpini, însămânțează bogat o pantă de agar uree Christensen cu fiecare tulpină testată Incubează la 37°C cel puțin 48 ore • Metoda pentru diferențierea Trichophyton mentagrophytes de T rybrum: însămânțează o pantă de agar uree Christensen cu tulpina testată și incubează 2 zile la 30°C (9) Testarea hemofililor în 0,5 mL soluție Lautrop cu 1% uree suspensionează o, ansă plină din cultura de testat sau 0,1 mL suspensie densă din cultură Incubează pe baie de apă la 37°C cu citiri după 4 și 24 ore (10) Testarea micobacteriilor Suspensionează mai multe colonii din tulpina de testat în 0,5 mL apă distilată Adaugă în fiecare tub câte un disc indicator cu uree Incubează pe baie de apă la 37°C cu citiri după 10, 30 min , 1 și 4 ore 1184 (11) Testarea streptococilor și stafilococilor trebuie făcută pe agar cu uree Christensen însămânțează bogat o pantă de mediu cu tulpina testată Incubează la 37°C cu citiri după 2, 4 și 18-24 ore Reincubează pentru 7 zile tuburile negative (12) Diferențierea ureaplasmelor în primoculturi Cel mai târziu după 48 ore de la apariția coloniilor pe agar uree, depune câteva picături de reactiv cu uree și CaCl, pe o arie de colonii vizibile Urmărește 1-5 min modificarea mediului din jurul coloniilor Dacă testarea nu poate fi făcută în intervalul precizat, menține cultura pozitivată la 4°C până la testare Citire și interpretare: Test pozitiv: Virajul indicatorului la culoarea roșu magenta în mediul de cultură/ suspensia bacteriană din reactivul cu uree/discul indicator cu uree în raport cu cantitatea de urează produsă culoarea roșie se extinde în profunzimea pantei cu agar Christensen în jurul coloniilor de Ureaplasma urealyticum mediul devine brun Când sunt testate colonii foarte tinere (1-12 ore) poate fi surprins halou roșu în jurul coloniilor Test negativ: Culoarea inițială, galben pai sau chihlimbarie a mediului sau a reactivului cu uree rămâne nemodifîcată în jurul coloniilor de Mycoplasma hominis culoarea mediului rămâne nemodifîcată după adăugarea reactivului cu uree și CaCfi Controlul de calitate: • Pentru bacterii: Martor pozitiv: Proteus vulgaris Martor negativ: Escherichia coli • Pentru micobacterii: Martor pozitiv: Mycobacterium kansasii Martor negativ: Mycobacterium avium-intracellulare 41 76 VANCOMICINĂ, TEST DE SENSIBILITATE LA Indicații: Diferențierea genurilor de coci gram-pozitivi și catalazo-negativi Principiu:Dintre cocii gram-pozitivi catalazo-negativi numai genurile Leuconos-toc și Pediococcus sunt rezistente la vancomicină, restul genurilor sunt sensibile Proba: Cultura pură în creștere activă Necesar: Plăci cu agar Mueller-Hinton sau agar tripticază soia suplimentat cu 5% sânge de berbec Discuri cu 30 pg vancomicină Procedură: Prelevă cu ansa 5-10 colonii bine izolate sau un tampon bine scurs din cultura în bulion însămânțează 1/2 din placa de testare ca pentru o antibiogramă difuzimetrică Plasează și presează ușor în centrul ariei însămânțate un disc de 30 țig vancomicină Incubează peste noapte la 37°C în atmosferă cu 5-10% СО, Citire și interpretare: Test pozitiv (Sensibilitate): Orice zonă de inhibiție Test negativ (Rezistență): Creștere până la discul de vancomicină Controlul de calitate: Martor pozitiv (Sensibilitate): Streptococcus/Enterococcus spp Martor negativ (Rezistență): Leuconostoc!Pediococcus spp 41 77 VOGES-PROSKKAUER, TEST Indicații: Identificarea bacteriilor care degradează glucoza pe calea butilenglicolică (e g , streptococii din grupul S anginosus, unele Enterobacteriaceae, specii de Vibrio, Aeromonas, Bacillus) Principiu: Bacteriile care degradează glucoza pe calea butilenglicolică metabilizează acidul piruvic în acetoină (acetilmetilcarbinol) cu formare în continuare de butilenglicol și etanol în mediu puternic alcalinizat prin KOH și în contact cu aerul, acetoina, precursorul butilenglicolului, este oxidată la diacil care dă, cu a-naftolul, un complex colorat roșu Proba: Colonii din cultura pură pe mediu gelozat neselectiv Necesar: (1) Bulionul Clark-Lubs (vezi 41 65 ) (2) Reactivi pentru: • Metoda originală Barritt Soluția A a-Naftol 5 g Etanol absolut 100 mL Soluția trebuie să aibă culoarea galben-pai; dacă are culoare mai închisă a-naftolul trebuie redistilat Conservată la 4°C poate fi utilizată 1 an Soluția В KOH 40 g Apă distilată 100 mL • Metoda Coblentz modificată Soluția A a-Naftol 5 g Etanol absolut 100 mL Vezi nota de la soluția A metoda Barritt Soluția В KOH 40 g Creatină 0,3 g Apă distilată 100 mL Dizolvă hidroxidul în apă, adaugă și dizolvă creatina Refrigerat la 4°C reactivul poate fi utilizat 2-3 săptămâni, după care se degradează rapid • Metoda O Meara modificată KOH 40 g Creatină 0,3 g Apă distilată 100 mL Vezi nota de la soluția B, metoda Coblentz 1186 41 77 1 Testarea speciilor de Bacillus Procedură: Este indicată metoda O’Meara însămânțează în triplu tuburi cu 3 mL bulion Clark-Lubs Incubează la 37°C și testează câte un tub după 3, 5 și 7 zile Adaugă 3 mL reactiv O’Meara la 3 mL cultură Agită bine pentru aerare și lasă tubul 30-60 min la temperatura camerei cu agitări intermitente Urmărește modificările de culoare Dacă nu apare o modificare de culoare, mai fa o citire finală la 4 ore Citire și interpretare: Test pozitiv: Culoare roz Test negativ: Culoare nemodificată Controlul de calitate: Martor pozitiv: Bacillus cereus Martor negativ: Bacillus megatherium 41 77 2 Testarea streptococilor Procedură: Este indicată metoda Coblentz modificată Prelevă cu tamponul toată creșterea de pe o placă cu agar-sânge incubată peste noapte la 37°C Descarcă tamponul într-un tub cu 2 mL bulion Clark-Lubs Incubează 6 ore la 37°C Adaugă 5 picături din soluția A și 5 picături din soluția В (vezi mai sus reactivii pentru metoda Coblentz) Agită puternic din când în când și urmărește modificarea de culoare până la 30 min Citire și interpretare: Test pozitiv: Culoare roz sau ruginie Test negativ: Culoare nemodificată Controlul de calitate: Martor pozitiv: Streptococcus anginosus Martor negativ: Streptococcus pyogenes 41 77 3 Testarea Enterobacteriaceae-lor Procedură: Poate fi folosită oricare dintre cele 3 metode precizate mai sus însămânțează și incubează 48 ore la 37°C un tub cu 1 mL bulion Clark-Lubs Metoda Barritt La fiecare mL de cultură adaugă 0,6 mL soluție A și 0,2 mL soluție В cu agitere puternică după adăugerea fiecărui reactiv Urmărește 5 min modificările de culoare Metoda Coblentz modificată Adaugă în fiecare tub de cultură câte 5 picături de soluție A și В și agită puternic Urmărește 5 min modificările de culoare Pentru testarea rapidă, suspensionează într-un tub cu bulion Clark-Lubs o ansă încărcată (diametrul ansei de 2-3 mm) din cultura de testat Incubează 6 ore la 3O°-37°C Developează reacția conform precizărilor de mai sus Metoda O ’Meara modificată La 1 mL de cultură în bulion Clark-Lubs adaugă 1 mL reactiv O’Meara Agită bine pentru aerare Incubează tubul la 37°C în caz de rezultat echivoc, repetă testarea cu incubare la 25°C 1187 Citire și interpretare: Test pozitiv: Culoare roz Test negativ: Culoare nemodificată Culoarea arămie - nesemnificativă Controlul de calitate: Martor pozitiv: Enterobacter aerogenes Martor negativ: Escherichia coli/Citrobacterfreundi 41 77 4 Testarea vibrionilor Folosește reactivul Clark-Lubs suplimentat cu 1% NaCl Producerea de acetoină, mai ales la izolatele din apele marine și estuarine, poate fi discretă și acumularea tranzitorie De aceea însămânțează tulpina de testat în triplu pentru developarea reacției, prin una din cele trei metode precizate mai sus, după 2, 4 și 6 zile Reacția izolatelor clinice poate fî developată uzual după 18-24 ore de incubare 42 COLORAȚII, COLORANȚI ȘI REACTIVI PENTRU MICROSCOPIE, MICROMETRIE (DUMITRU BUIUC, CARMEN PÂNZARU) 42 1 COLORANȚI BAZICI, SOLUȚII SATURATE 42 2 ACIDO-REZISTENTE, COLORAȚII PENTRU ORGANISME 42 2 1 Fluorescente, colorații 42 2 2 Kinyoun, colorația 42 2 3 Kinyoun, colorația modificată pentru organisme slab acido-rezistente 42 2 4 Mueller-Chermack, colorația 42 2 5 Ziehl-Neelsen, colorația 42 2 6 Ziehl-Neelsen, colorația modificată pentru brucele 42 3 ALBASTRU DE METILEN, COLORAȚII CU 42 3 1 Albastru de metilen alcalin Loffler 42 3 2 Albastru de metilen policrom 42 3 3 Albastru de metilen, varianta Wayson a colorației cu 42 4 BARTONELLA COLORAȚIA PENTRU 42 5 CAPSULA, COLORAȚII PENTRU 42 5 i Colorația negativă cu tuș de India 42 5 2 Colorația negativă cu nigrozină 42 6 CHLAMIDII, RICKETTSII, COLORAȚII PENTRU 42 6 1 Fluorescentă, colorație directă cu anticorpi monoclonali 42 6 2 Gimenez, colorația 42 6 3 Lugol, colorația cu 42 6 4 Machiavello, colorația 42 7 FORME L, COLORAȚII PENTRU 42 8 FUNGI, COLORAȚII PENTRU 42 8 1 Albastru de toluidină O, colorație pentru Pneumocystis 42 8 2 Fluorescente, colorații Nespecifice: cu Calcofluor alb, cu roșu Congo Specifice: cu anticorpi monoclonali 42 8 3 Giemsa, colorația 42 8 4 Grocott-Gomori, colorația 42 8 5 Hematoxilină-eozină, colorația cu 42 8 6 Lactofenol, colorații ale preparatelor montate în Albastru cotton Albastru metil Eozină 42 8 7 Lactofenol albastru cotton cu alcool polivinilic 42 8 8 Masson-Fontana, colorația 42 8 9 PAS (Periodic acid Schiff), colorația 42 9 GRAM, COLORAȚIA 42 10 PROTOZOARE COLORAȚII PENTRU 42 11 ROMANOWSKI COLORAȚII 42 11 1 Giemsa, colorația rapidă 42 11 2 Giemsa, colorația lentă 42 11 3 Giemsa, colorația la cald 42 11 4 May-Grunwald-Giemsa, colorația pentru: frotiuri de sânge și puroi exsudate respiratorii 42 12 SEDIMENT URINAR COLORAȚII VITALE 42 12 1 Benzidină, colorarea peroxidazei leucocitare cu 42 12 2 Sternheimer-Malbin, colorația 42 13 SPUTA, COLORAȚIE VITALĂ PENTRU 42 14 VIRUSURI, INCLUZIUNI Șl EFECTE CITOPATICE, COLORAȚII PENTRU 42 14 1 Giemsa, colorația 42 14 2 Gutstein, colorația 42 14 3 Hematoxilin-eozină, colorația cu 42 14 4 Imunofluorescente, colorații 42 14 5 Mann, colorația 42 14 6 Papanicolau, colorația 42 14 7 Sellers, colorația 42 15 MICROMETRIE Notă: în fiecare subcapitol colorațiile sunt prezentate alfabetic 1189 42 1 COLORANȚI BAZICI, SOLUȚII SATURATE DE Indicații: Soluții mamă, stabile, din care prepari soluțiile de lucru Preparare: Colorant (fucsină bazică, cristal violet, albastru de metilen ș a ) 10 g Alcool etilic 96° 100 mL Mojarează colorantul, adaugă progresiv o parte din alcool și continuă mojararea Transvazează într-un flacon brun cu dop rodat scurgând atent conținutul mojarului pe o baghetă de sticlă Spală mojarul repetat cu restul de alcool și transvazează conținutul, ca mai sus, în flacon Soluția poate fi folosită după menținere 7 zile la 37°C cu agitare la intervale în flacon închis ermetic, la întuneric și temperatura camerei, rămâne activă indefinit Prepară soluțiile de lucru în cantități limitate, deoarece se alterează în timp Imediat după diluare filtrează soluția prin hârtie 42 2 ACIDO-REZISTENTE, COLORAȚII PENTRU ORGANISME 42 2 1 Fluorescente, colorații • cu auramină 0 • cu auramin-rodamină Principiu: Structuri speciale, lipoidice, asociate peretelui unor bacterii conferă rezistență la decolorarea protoplastului prin soluții de acizi sau/și alcool Bacteriile care nu posedă asemenea structuri sunt decolorate și trebuie recolorate pentru a putea fi observate Endosporii bacterieni, ascosporii și chiștii unor protozoare (e g , Cjyptosporidium) sunt de asemenea acido-rezistenți grație învelișului lor învelișurile unor organisme (micobacterii, endospori, chiști de Cryptosporidium ș a ) sunt impermeabile și pentru colorant, care trebuie să acționeze în soluții concentrate fie la cald, fie în prezența unor detergenți Indicații: Triajul frotiurilor din prelevate patologice pentru depistarea rapidă a bacililor tuberculozei Auramină 0, colorația fluorescentă cu Reactivi: ( A) Soluția de auramină femeată Auramină O 0,3 g Alcool etilic 95° (precauții) 10,0 mL Fenol topit® (precauții) 3,0 g Apă distilată 87,0 mL Dizolvă auramina în alcool, iar fenolul topit în apă Amestecă cele două soluții Poate fi păstrată mai multe luni la 4°C în flacon ermetic închis “Topit în baie de apă la 56°C, 1190 (B) Soluția decolorantă de acid-alcool Acid clorhidric concentrat {precauții) 0,5 mL Clorură de sodiu 0,5 g Alcool etilic 95° {precauții) 75,0 mL (C) „Contracolorant” Permanganat de potasiu 0,5 mL Apă distilată 100,0 mL Procedura: (1) Colorează cu soluția de auramină fenicată 15 min (2) Spală cu apă, preferabil distilată, pentru că apa de robinet clorinată interferează cu fluoescența Scurge (3) Decolorează cu acid-alcool 5 min (4) Spală cu apă și scurge (5) „Contracolorează” cu soluție de permanganat de potasiu maximum 2 min Un timp mai lung stinge din fluorescență Această etapă crește specificitatea colorării (țesuturile și resturile celulare devin nefluorescente) (6) Spală, scurge, usucă (7) Examinează (vezi mai jos) Citire-interpretare: Vezi mai jos Auramin-rhodamină, colorația fluorescentă cu Reactivi: (A) Soluția colorantă Auramină O 1,50 g Rhodamină В 0,75 g Glicerol 75,00 mL Fenol topit {precauții) 10,00 mL Apă distilată 50,00 mL Dizolvă coloranții în soluția apoasă de glicerol și fenol prin omogenizare pe agitator magnetic Filtrează prin vată de sticlă pentru clarificare Păstrată, în flacon ermetic închis, la 5° soluția rămâne activă mai multe luni (B) Decolorantul: Nezi la colorația cu auramină O (C) „ Contracolorantul”: Vezi la colorația cu auramină O Procedura: (1) Colorează cu soluția auramină O-rhodamină В fenicată 15 min la temperatura camerei sau, mai bine, la 37°C (2) Spală cu apă, preferabil distilată; apa de robinet clorinată interferează cu fluo-rescența Scurge (3) Decolorează cu acid-alcool 2 min (4) Spală cu apă și scurge (5) „Contracolorează” cu soluție de permanganat de potasiu maximum 2 min ; prelungirea timpului stinge din fluorescență (6) Spală, scurge, usucă 1191 (7) Examinează la microscopul pentru fluorescență cu obiectivele 20x și 40x asociate cu oculare lOx și cu următoarea combinație de filtre: • pentru excitație BG 12 (vârful radiației transmise 404 nm - lumină albastră deschisă); • pentru baraj GG 14 sau OGI (transmit radiații cu lungimea de undă de ~ 500 nm) Citire-interpretare: Bacilii acido-rezistenți se colorează fluorescent strălucitor în galben cu auramină O și în galben-portocaliu cu auramină O-rhodamină B „Contra-colorarea” cu permanganat de potasiu face fondul frotiului negru, eventual numai cu resturi celulare cu fluorescență galbenă slabă In caz de dubii, mai ales dacă bacterioscopia este urmată de cultivarea probei, verifică rezultatele pozitive prin colorația Kinyoun sau Ziehl-Neelsen în continuare pe același frotiu 42 2 2 Kinyoun, colorația Indicații: Colorația la rece a micobacteriilor din prelevate patologice sau culturi Reactivi: (A) Soluția de fucsină femeată Kinyoun Fucsină bazică 4 g Alcool etilic 95° (precauții) 20 mL Fenol topit (precauții) 8 mL Apă distilată 100 mL Dizolvă fucsină bazică în alcool Adaugă lent, cu agitare, volumul de apă Adaugă și omogenizează fenolul Filtrează prin hârtie (B) Soluția decolorantă de acid-alcool Acid clorhidric concentrat (precauții) 3 mL Alcool etilic 95° (precauții) 97 mL (C) Soluția recolorantă: Vezi albastru de metilen alcalin Loffler Procedura: (1) Acoperă lama cu o bandă de hârtie de filtru cu aceleași dimensiuni (2) îmbibă bine hârtia de filtru cu soluția de fucsină fenicată Kinyoun fără a forma bule de aer între hârtie și frotiu Lasă colorantul să acționeze 5 min (3) îndepărtează hârtia de filtru și spală frotiul bine cu apă de robinet (4) Decolorează cu acid-alcool ~ 30 sec Varsă și repetă operația alte 30 sec până frotiul rămâne doar ușor roz (5) Spală abundent cu apă de robinet (6) Recolorează 1 min cu albastru de metilen Loffler (7) Spală cu apă, usucă și examinează cu obiectiv 90x IU și oculare 5 Citire-interpretare: Bacilii acido-rezistenți apar roșii strălucitori: celulele inflama- torii, celulele de descuamare sau tisulare și bacteriile neacido-rezistente în nuanțe de albastru Controlul de calitate: Martor pozitiv: Mycobacterium tuberculosis Martor negativ: Corynebacterium spp 1192 Rezultate fals pozitive decurg din existența posibilă de micobacterii saprofite în conductele și rezervoarele de apă, injoncțiunile de cauciuc, recipientele cu apă distilată sau în soluții păstrate în laborator în aceste cazuri eroarea tinde să devină sistematizată Utilizează o singură dată hârtia de filtru pentru absorbția excesului de apă de pe frotiu deoarece poate transporta bacili acido-rezistenți de pe un frotiu pe altul 42 2 3 Kinyoun, colorația modificată Indicații: Depistarea bacililor leprei și nocardiilor, organisme mai slab, respectiv slab acido-rezistente Reactivi și Procedura: modificările privesc numai decolorarea (1) După colorare și spălare (2) Acoperă frotiul cu alcool etilic 50° până la îndepărtarea excesului de fucsină fenicată (3) Spală cu apă (4) Decolorează 3 min cu soluție de acid sulfuric (vezi colorația Ziehl-Neelsen) în următoarele concentrații: (A) Pentru bacilii leprei - 5%; • Pentru nocardii în prelevate patologice - 1%; • Pentru nocardii în culturi - 0,5% Citire-interpretare: Bacilii leprei se colorează în roșu strălucitor, în contrast cu fondul albastru al frotiului Filamente întregi sau numai porțiuni ale nocardiilor se colorează în roșu în timp ce alte filamente și fondul frotiului se colorează în albastru Alte actinomicete aerobe sunt neacido-rezistente Controlul de calitate: Martor pozitiv: Nocardia asteroides Martor negativ: Streptomyces spp 42 2 4 Mueller-Chermack, colorația Indicații: Colorarația la rece a micobacteriilor în prelevate patologice și culturi Reactivi: Adaugă Tergitol 7 (heptadecil sulfat de sodiu) în proporție de 1 picătură la 25 mL fucsină fenicată Kinyoun sau Ziehl (vezi 42 2 5 ) restul reactivilor sunt comuni cu fiecare din cele două colorații menționate Procedura: Vezi colorația Kinyoun, dar scurtează timpul de colorare la 1 min Citire-interpretare și Control de calitate: Vezi colorația Kinyoun 42 2 5 Ziehl-Neelsen, colorația Indicații: Colorația la cald a micobacteriilor din prelevate patologice sau culturi Reactivi: (A) Soluția de fucsină fenicată Ziehl Fucsină bazică, soluție alcoolică saturată” 100 mL Fenol {precauții) soluție 5% (V/V) în apă distilată 1000 mL 1193 (1) Topește fenolul în baie de apă la 56° C (precauții') (2) Peste volumul măsurat de apă caldă adaugă folosind o propipetă (nu pară de cauciuc) volumul necesar de fenol topit Agită pentru omogenizare (3) Amestecă cele două soluții, omogenizează și filtrează prin hârtie (B) Soluția decolorantă 20% (V/V) de acid sulfuric (precauții) (1) într-un vas Berzelius pune 800 mL apă distilată (2) Adaugă lent, scurși pe baghetă de sticlă scufundată în apă, și fracționat 200 mL acid sulfuric concentrat ~ 98%, D = 1,835 (precauții) După primii 50 mL de acid sulfuric omogenizează atent amestecul pentru dispersia căldurii degajate Adaugă restul de acid Notă: Nu turna niciodată apa peste acidul sulfuric pentru că degajarea violentă de căldură împrăștie picături puternic corozive Deși mai ieftină, decolorarea cu acid sulfuric 20% impune un reactiv periculos, puternic coroziv De aceea multe laboratoare preferă decolorarea cu acid clorhidric (vezi colorația Kinyoun punctul B) (C) Alcool etilic 95° (precauții') - opțional (D) Soluția recolorantă: albastru de metilen Loffler Procedura: (1) Acoperă lama cu o bandă de hârtie de filtra și impregneaz-o abundent cu soluția de fucsină Ziehl până devine aderentă la frotiu (vezi colorația Kinyoun) (2) Cu lampa de spirt încălzește fața inferioară a lamei până la emitere de vapori Repetă încălzirea la intervale de 1 min timp de 5 min Pentru a preveni evaporarea și uscarea colorantului pe lamă, adaugă la nevoie o nouă cantitate de colorant înainte de a reîncepe încălzirea Colorantul rece în contact cu lama fierbinte o poate crăpa (3) îndepărtează hârtia de filtru și spală lama abundent cu apă de robinet (4) Acoperă lama cu soluția de acid sulfuric 20% Culoarea roșie a frotiului devine galben-brună După 1 min varsă decolorantul și spală lama Frotiul trebuie să rămână numai ușor roz La nevoie repetă operația (5) Spală bine cu apă de robinet (6) Opțional, decolorează frotiul 2 min cu alcool etilic 95° (7) Spală cu apă de robinet (8) Recolorează 1 min cu albastru de metilen Loffler (9) Spală cu apă, usucă și examinează cu obiectiv 90X IU și oculare 5X Citire-interpretare și Control de calitate: Vezi colorația Kinyoun 42 2 6 Ziehl-Neelsen, colorație modificată pentru brucele Reactivi: v (1) Soluția stoc de fucsină fenicată Fucsină bazică 1,0 g Alcool metilic absolut 95° (precauții) 10,0 mL Fenol (precauții) soluție 5% (V/V) 90,0 mL Dizolvă colorantul în metanol Dizolvă fenolul în apă distilată (vezi mai sus) Amestecă cele două soluții și filtrează prin hârtie (2) Decolorant: Soluție 5% acid acetic (precauții) (3) Recolorant: Soluție 1% de albastru de metilen 1194 Procedura: (1) Colorează frotiul 10 min cu diluția 1/10 a soluției stoc de fucsină fenicată (2) Spală cu apă de robinet (3) Decolorează 20-30 sec cu soluție 0,5% acid acetic (4) Spală abundent cu apă (5) Recolorează 1 min cu albastru de metilen (6) Spală, usucă, examinează Citire-interpretare: Brucelele apar roșii pe fondul albastru al frotiului 42 3 ALBASTRU DE METILEN, COLORAȚII CU 42 3 1 Albastru de metilen alcalin Loffler Indicații: Colorații simple uzuale; recolorări în colorațiile Kinyoun sau Ziehl-Neelsen Reactivi: Albastru de metilen soluție alcoolică saturată 300 mL KOH (precauții) soluție apoasă 0,01 % 1000 mL Procedura: Colorează 3 min; riscul supracolorării este absent Spală cu apă, usucă și examinează Rezultate; Bacteriile apar albastru închis; celulele inflamatorii și cele de descuamare cu nuanțe de albastru; mai închis nucleul, deschis citoplasmă; celulele epiteliale scuamoase apar cu contur mai slab individualizat decât în colorația Gram 42 3 2 Albastru de metilen policrom Indicații: Identificarea microscopică a Bacillus anthracis în prelevate patologice, a corinebacteriilor; după preferințe înlocuiește albastru de metilen alcalin Loffler în colorațiile uzuale Reactivi: Fie albastru de metilen alcalin vechi, fie albastru de metilen cu borax (Masson) Soluția de albastru de metilen Loffler vechi Păstrează soluția minimum 12 luni în flacon semiînchis cu agitare la intervale pentru aerarea conținutului Prin oxidare albastrul de metilen formează un compus violet policrom Maturarea colorantului este grăbită prin adaos de carbonat de potasiu în proporție de 1% Soluția de albastru de metilen cu borax (Masson) Albastru de metilen 20 g Borat de sodiu 50 g Apă distilată 1000 mL încălzește la 60° C în balon de sticlă incoloră până la dizolvarea boraxului în apă Dizolvă albastrul de metilen în soluție de borax caldă Menține soluția rezultată 2-4 zile în termostat la 37° C și 6-8 zile pe masă, la lumină, cu agitare la intervale Prin învechire soluția își îmbunătățește calitățile colorante 1195 Procedura: Colorează 3 min , spală cu apă, usucă, examinează Citire-interpretare: Vezi 42 3 1 Bacillus anthracis, în prelevate patologice, apare colorat în albastru cu granule purpurii; iar capsula și materialul capsular colorat metacromatic în roz Corpusculii Babeș-Emst (incluzii de polimetafosfat) ai bacililor difterici au mare afinitate pentru albastrul de metilen și se colorează în albastru închis sau metacromatic în roșu strălucitor Bacilii difteroizi apar colorați în albastra palid fără granule 42 3 3 Albastru de metilen, varianta Wayson a colorației cu Indicații: Metodă sensibilă pentru bacterioscopia prelevatelor patologice bogate în fîbrină și proteine, mai sensibilă decât colorațiile Gram (90% versus 73%) sau cu albastru de metilen Loffler Reactivi: Soluția Albastru de metilen 0,75 g Fucsină bazică 0,20 g Alcool etilic 95° (precauții') 20,00 mL Amestecă până la dizolvare Soluția В Fenol topit* (precauții) 10,0 mL Apă distilată 190,0 mL Toarnă lent soluția A în soluția B Amestecă pentru omogenizare, filtrează și păstrează colorantul în flacon brun la temperatura camerei Procedura: Colorează 10 sec , spală cu apă, usucă și examinează Citire-interpretare: Bacteriile apar colorate în albastru întunecat, iar fondul celular și necelular al frotiului în nuanțe de albastru deschis 1 Diferența între bacterii și polimorfonucleare este netă Controlul de calitate: Verifică fiecare nou lot de soluții colorante prin colorarea unui frotiu martor preparat din suspensie în amestec a culturilor de Escherichia coli (ATCC 25922) și Staphylococcus aureus (ATCC 25923), (vezi 42 7 ) Bacilii și cocii trebuie să apară albaștri întunecați 42 4 BARTONELLA, COLORAȚIA PENTRU Colorația Warthin-Starry Necesar: (A) Soluția tampon: Acetat de sodiu Acid acetic Apă distilată 1,64 g 2,5 mL 200,0 mL (B) Soluția argentică: Azotat de argint Soluție tampon (A) 0,5 g 50,0 mL Topește fenolul în baie de apă la 56°C 1196 (C) Soluția developantă: Soluția 1: Hidrochinonă 300 mg Soluție tampon (A) 10 mL Soluția 2: Soluția apoasă 2% azotat de argint preîncălzită la 60°C înainte de a amesteca extemporaneu aa 3 ml soluție 1 și soluție 2 Procedură: Fixează piesa bioptică în formol salin tamponat la pH 7,0 în vederea includerii în parafină Deparafinează secțiunile de 3-5 pm în xilol și rehidratează-le în băi cu concentrații descrescânde de etanol până la apă Spală secțiunile în soluția tampon (A) Colorează în soluția argentică (B) timp de o oră la 60°C Developează secțiunile în soluția de developare (C) pentru ~ 3 min la 60°C Clătește cu apă la 60°C apoi în soluția tampon (A) Deshidratează în băi succesive de etanol, clarifică în xilol și montează preparatul sub lamelă în vederea examinării Citire-interpretare: Bartonelele apar negre pe fondul galben palid până la brun al preparatului Subdeveloparea dă organisme colorate palid pe fond palid sau clar; supradeveloparea dă organisme intens negre pe fond galben-brun întunecat La examenul macroscopic al preparatului secțiunile subdevelopate sunt palide, cele supradevelopate aurii-brune Colorația optimă poate fi aleasă dacă sunt colorate trei preparate Când colorezi un singur preparat corecția supradevelopării poate fi făcută prin clătire scurtă cu soluție 1% fericianură de potasiu 42 5 CAPSULA, COLORAȚII PENTRU 42 5 1 Colorația negativă cu tuș de India • Pe preparat umed între lamă și lamelă Principiu: Particulele colorate nu pot penetra capsula bacteriilor sau levurilor care apare necolorată pe fondul colorat al preparatului - colorație negativă Indicații: Depistarea Cryptococcus neoformans, depistarea capsulei bacteriene în primoculturi, urmărirea reacției de umflare a capsulei și, mai rar, depistarea bacteriilor capsulate direct în prelevate patologice (e g , spută, puroi, exsudate, lichid cefalorahidian ) Reactivi: Tuș de India, preferat Pelikan 17 negru Procedura: (1) Depune o ansă de tuș pe o lamă de microscop foarte curată Nu introduce ansa fierbinte în tușul de India, va degrada, prin precipitare, colorantul (2) Omogenizează în picătura de tuș o mică ansă din prelevatul patologic sau cultură (3) Acoperă cu o lamelă nr U/2 sau 2 „fără a include bule de aer“ (4) Presează lamela printr-o foaie de sugativă pentru a obține un film de tuș subțire, palid, uniform Aruncă hârtia absorbantă în soluție dezinfectantă (5) Examinează imediat la microscop, cu lumina diafragmată corespunzător, folosind pentru baleiajul de fond obiectivul lOx, iar pentru detalii obiectivul 20X sau 40X (6) Depune preparatul microscopic în soluție dezinfectantă 1197 Citire-interpretare: Bacteriile și levurile capsulate apar înconjurate cu un halou clar pe fondul uniform întunecat al preparatului Atenție! Hematiile, leucocitele, levurile necapsulate și particulele amorfe (e g , de amidon) pot crea confuzii prin asemănarea cu Cryptococcus neofonnans și impun examinarea atentă a detaliilor • Pe frotiu Indicații: Limitate la necesitatea păstrării preparatului microscopic, în rest aceleași cu ale preparatulului umed Reactivi: (A) Tuș de India, vezi mai sus (B) Soluție colorantă de cristal violet sau violet de metil folosită în colorația Gram Procedura: (1) Spre extremitatea unei lame de microscop foarte curată depune alăturat câte o ansă cu tuș de India și cu produsul microbian suspensionat în soluție 5% glucozată Amestecă picăturile cu ansa pentru omogenizare (2) întinde un frotiu fin folosind cantul rodat al extremității unei a 2-a lame de microscop (3) Usucă frotiul și fixează preparatul 2 min cu câteva picături de alcool metilic {precauții) (4) Scurge alcoolul și recolorează 30 sec cu soluția de violet de metil sau cristal violet (5) Spală, usucă, baleiază preparatul cu obiectiv uscat și examinează detaliile cu obiectivul 90X IU Citire-interpretare: Bacteriile și levurile capsulate apar colorate în violet cu halou incolor pe fondul negru al preparatului Pot apărea rezultate fals pozitive prin discontinuități create de retractarea peliculei colorate a fondului 42 5 2 Colorația negativă cu nigrozină • în preparat umed între lamă și lamelă Procedează ca pentru colorația cu tuș de India, dar folosește următorul reactiv cu avantajul că întârzie uscarea preparatului: Nigrozină Glicerol soluție 50% 2 5 a 100,0 mL Omogenizează îngrijit colorantul în soluția caldă de glicerol cu agitare intermitentă timp de 1 oră Filtrează prin vată • Pe frotiu Procedează ca pentru colorația cu tuș de India folosind următorul reactiv: Nigrozină (G T Gurr) Apă distilată Formol 10,0 g 100,0mL 0,5 mL Omogenizează nigrozină în apă caldă prin agitare intermitentă timp de 1 oră Filtrează prin vată Adaugă formolul ca prezervant 1198 42 6 CHLAMIDII, RICKETTSII, COLORAȚII PENTRU 42 6 1 Fluorescență, colorație directă cu anticorpi monoclonali Indicații: Depistează C trachomatis în unele prelevate patologice (conjunctivale, endocervicale, uretrale) cu specificitate și sensibilitate semnificativ mai mari decât colorațiile Giemsa, Machiavelic ori Gimenez Rezultate fals pozitive sunt posibile, mai ales în prelevate rectale Sensibilitatea este ameliorată odată cu calitatea prelevatelor (prezența celulelor columnare) 42 6 2 Gimenez, colorația Principiu: Rickettsiile și corpii elementari ai chlamidiilor au o slabă acido-rezistență când sunt colorate cu fucsină bazică și decolorate cu soluții tampon adecvate (colorația Gimenez) sau cu acizi organici slabi (colorația Machiavelic - vezi mai jos) Indicații: Depistarea rickettsiilor pe amprente din organele animalelor infectate experimental sau în culturi de celule ori în sacul vitelin al embrionului de găină; depistarea incluziilor de C trachomatis la bolnav sau Chlamydia spp în celulele sacului vitelin ori în culturi de celule infectate experimental Dintre colorațiile uzuale, pentru rickettsii dă cele mai satisfăcătoare rezultate Reactivi: (A) Soluția colorantă stoc Fucsină bazică soluție alcoolică saturată 100 mL Fenol (precauții) soluție apoasă 4% 250 mL Apă distilată 650 mL Soluția colorantă de lucru: amestecă 4 mL soluție stoc cu 10 mL tampon fosfat pH 7,45 Filtrează imediat prin hârtie Rămâne eficace 40 ore, dar trebuie filtrată prin hârtie, direct pe lamă, la fiecare utilizare (B) Agentul de diferențiere' Tampon fosfat sodic 0,1 M, pH 7,45 (C) Soluția recolorantă Verde malachit (oxalat) 0,8 g Apă distilată 100,0 mL Procedura: (1) Frotiul, subțire, trebuie uscat în aer și fixat prin căldură (facultativ) Amprentele de sac vitelin trebuie prealabil degresate prin acoperirea timp de 5 min a lamei cu xilol, apoi 2-3 min cu alcool etilic 95° (2) Acoperă frotiul pentru 1-2 min cu soluția de lucru de fucsină fenicată filtrată direct pe lamă printr-o mică pâlnie (3) Spală bine în cutrent de apă (4) Acoperă frotiul cu soluția de verde malachit pentru 6-9 sec (5) Spală bine în curent de apă (6) Usucă și examinează Citire-interpretare: Rickettsiile și corpii elementari ai chlamidiilor aglomerați în incluziuni apar roșii pe fondul verde al frotiului Pot să apară colorate și bacterii 1 199 42 6 3 Lugol, colorația cu Principiu: Incluziunile de C trachomatis se formează într-o matrice care conține glicogen colorat în brun-roșiatic prin iod ' Indicații: Triajul prelevatelor conjunctivale pentru campaniile de depistare a tracho-mului; examinarea culturilor de celule infectate cu C trachomatis Reactivi: (N)Fixator: alcool metilic absolut (precauții) (B) Colorant Iod cristale 5,0 g lodură de potasiu 10,0 g Apă distilată ad 100,0 mL Dizolvă iodura în ~ 20 mL apă, solvă apoi iodul și completează până la 100 mL cu apă distilată Procedura: (1) Etalează raclatul conjunctival pe o lamă de microscop și usucă în aer (2) Fixează 1 min cu alcool metilic absolut (3) Colorează 3-5 min cu soluția Lugol (4) Examinează cu obiectiv uscat ca preparat umed între lamă și lamelă montat direct cu soluția Lugol Notă: La nevoie preparatul poate fî decolorat cu alcool metilic și recolorat Giemsa Citire-interpretare: Incluziunile de C trachomatis apar ca o masă brun-arămie Este cea mai puțin sensibilă metodă pentru depistarea incluziilor chlamidiale Sensibilitatea se ameliorează la prevalente mari ale trachomului Contraindicată ca test de investigație la bolnav 42 6 4 Machiavelic, colorația Principiu și Indicații: vezi 42 5 2 Reactivi: (A) Soluția colorantă Fucsina bazică 0,25 g Apă distilată 100,00 ml Păstrată la 4° C soluția rămâne stabilă câteva (B) Agentul decolorant Acid citric 0,5 g Apă bidistilată 100,0 ml Utilizează în aceeași zi (B) Soluția recolorantă Albastru de metilen 0,1 g Apă bidistilată 100,0mL Procedura: (1) Pregătește frotiurile pentru colorare conform indicației (1) de la colorația Gimenez (42 5 2 ) 1200 (2) Colorează 5 min cu soluția de fucsină filtrată direct pe frotiu printr-o pâlnie prevăzută cu hârtie (3) Spală frotiul în curent de apă (4) Diferențiază prin imersarea lamei câteva secunde într-un vas Coplin sau Borrel cu soluția de acid citric (5) Spală bine frotiul în curent de apă (6) Recolorează 20-30 sec cu albastru de metilen 1% (7) Spală în curent de apă, usucă, examinează Citire-interpretare: Rickettsiile și corpii elementari ai chlamidiilor, aglomerați în incluziuni, apar roșii pe fond albastru 42 7 FORME L, COLORAȚII 42 7 1 Colorația cu acridine orange (АО) Necesar: (A) Soluția stoc: Acridine orange 1,0 g Tween 80 2,0 mL Apă de robinet 1000,0 mL (B) Tampon Mcllvaine (pH 3,8): NajHPO 10,081 g Acid citric monohidrat 13,554 g Apă de robinet 1000,00 mL (C) Soluția de lucru: diluează o parte din soluția stoc cu o parte din tamponul Mcllvaine Păstrează soluția stoc și tamponul la -10°C și amestecă-le în ziua utilizării Soluția stoc și tamponul pot fi păstrate congelate cel puțin 1 an Congelarea previne și contaminarea Procedura: Sunt recomandate lamele pentru microscopia cu fluorescență (1) Adaugă o ansă din cultura lichidă sau suspensionează din cultura de pe mediul solid în picătura de acridine orange (2) Lasă 5 minute pentru colorare Citire-interpretare: Bacteriile clasice și formele L se colorează în orange fluorescent, cu excepția culturilor bătrâne care apar verzi Unele forme L absorb greu colorantul, astfel că poate fi necesară incubarea peste noapte a preparatului în cameră umedă Notă: O colorație mai bună se obține când tamponul nu este adăugat la soluția de lucru 42 7 2 Colorația cu acridine orange pentru bacterii acido-rezistente Procedura: (1) Fixează frotiul prin căldură (2) Acoperă frotiul cu soluția de lucru de acridin orange (vezi 42 7 1) în apă distilată și lasă-1 24-36 ore într-o cameră umedă (3) Spală-1 ușor cu apă rece 1201 (4) Decolorează cu o soluție de 3% HCI în 95% etanol (5) Spală ’ (6) Recolorează câteva secunde cu o soluție de albastru de metilen și cristal violet Citire-interpretare: Bacteriile acido-rezistente apar orange intens pe fondul negru al preparatului Pentru controlul decolorării folosește frotiuri pozitive de spută de la pacienți cu tuberculoză netratată 42 7 3 Colorația Kinyoun, modificată pentru depistarea formelor L acido-rezistente Necesar: (A) Soluția colorantă Fucsină bazică 4,0 g Fenol 8,0 g Alcool metilic 95% 20,0 mL Apă distilată 10,0 mL Tween 80 0,1 mL (B) Soluție de tampon NaHCO3 5% în apă distilată (C) Soluția decolorantă de alcool clorhidric HCI 3,0 mL Etanol 96° 97,0 mL (D) Soluție recolorantă: albastru de metilen Loffler Procedura: (1) Fixează frotiul cu metanol până la evaporare (2) Tamponează, imediat înainte de utilizare, lOmL soluție colorantă cu 0,2 mL soluție 5% de NaOH Verifică eficacitatea prin colorarea de frotiuri martor (3) Colorarea Acoperă lamele fixate cu soluția colorantă Lasă la temperatura camerei 2-5 min (4) Decolorează cu alcool clorhidric 5 sec imprimând lamei ușor mișcări de înclinare (5) Spală ușor cu apă rece (6) Recolorează cu soluție de albastru de metilen Notă: Cantitatea de soluție de NaHCO3 care este necesară și timpul optim de colorare variază cu fiecare lot de colorant O soluție prea alcalină sau prelungirea timpului de colorare poate determina formarea de precipitate Pot crește microorganisme în soluțiile de colorare sau recolorare Este recomandată filtrarea soluțiilor înainte de utilizare Pot fi utilizate trusele de colorant comercializate, însă loturile diferite ale ^celeași companii pot varia în eficacitate 42 8 FUNGI, COLORAȚII PENTRU 42 8 1 Albastru de toluidină O, colorație pentru Pneumocystis (modificată de GOSEY etal , 1985) Principiu: Albastru de toluidină O are o remarcabilă afinitate pentru polizaharidele din peretele fungilor 1202 Indicații: Colorarea rapida și economică cu o bună diferențiere a chiștilor de Pneumocystis în prelevatele din căile respiratorii inferioare Reactivi: (X)Reactivul de sulfatare Acid acetic glacial (precauții) 45 mL Acid sulfuric concentrat (precauții) 15 mL Măsoară acidul acetic într-un borcan Coplin (fiolă da cântărire) cufundat în baie de apă curgătoare rece, dar nu sub 10°C Cu o pipetă din sticlă, toarnă lent acidul sulfuric cu precauții pentru a nu stropi ' Omogenizeză amestecul cu o baghetă din sticlă închide și etanșeizează flaconul prin parafinarea dopului (B) Soluția colorantă Albastru de toluidină O 0,3 g Acid clorhidric concentrat (precauții) 2,0 mL Alcool etilic absolut (precauții) 140,0 mL Apă distilată 60,0 mL Dizolvă colorantul în apă Adaugă acidul clorhidric, apoi alcoolul etilic Agită pentru omogenizare în flacon închis ermetic poate fi păstrată la temperatura camerei până la un an Următorii reactivi plasați în câte două borcane Coplin fiecare: (C) Alcool etilic 95° (precauții) Trebuie schimbat când devine opalescent sau capătă o tentă mai închisă decât albastru pal (D) Alcool etilic absolut (precauții) (E) Xilol (precauții) Ultimii doi reactivi trebuie schimbați lunar sau când devin opalescenți sau albaștri Procedura: (1) Plasează cu o pensă lamele în agentul de sulfatare și menține-le 10 min Agită cu baghetă din sticlă reactivul imediat după imersarea lamelelor și după 5 min (2) Cu pensa, scoate lamele din agentul de sulfatare și plasează-le într-un stativ din sticlă sau porțelan pentru spălare în curent de apă timp de 5 min Scurge excesul de apă (3) Imersează lamele 3 min în baia de apă cu soluție de toluidină O (4) Cufundă lamele cca 10 min în fiecare din cele două băi de alcool etilic 95° în așa fel ca în prima baie să rămână cât mai mult din colorantul albastru (5) Continuă decolorarea prin cufundarea lamelor cca 10 min în fiecare din cele două băi de alcool absolut (6) Cufundă lamele - 10 min în fiecare din cele două băi de xilol (7) Șterge cu hârtie partea inferioară a lamelor și montează preparatul sub lamelă folosind balsam de Canada sau Permount (8) Examinează preparatul cu obiectivul 20X și 40X; după uscarea fluidului de montare poate fi examinat și cu obiectiv de 90X IU Citire-interpretare: Chiștii de Pneumocystis au culoarea florii de levănțică, apar cu contur net și conținutul uniform colorat Formele trofice nu apar Fondul preparatului apare curat, cu puțin material, chiar în cazul amprentelor pulmonare Levurile și alte elemente fungice apar colorate Levurile neînmugurite seamănă cu chiștii de Pneumocystis dar sunt mai ovale și le lipsesc cele două îngroșări caracteristice ale peretelui 1203 42 8 2 Fluorescente, colorații • Fluorescente, colorații nespecifice Principiu: anumiți coloranți fluorescenți au mare afinitate pentru celuloza și chitina din elementele fungice Așa sunt Calcofluorul alb, un produs utilizat pentru albirea hârtiei și textilelor (fluorescență galben-verde sau albăstrui-albă, în raport cu lungimea de undă a radiației de excitație), roșu Congo, un colorant utilizat în histopatologie pentru determinarea amiloidului (fluorescență roșie), primulina (fluorescență galbenă) Indicații: Depistarea mai sensibilă a elementelor fungice (inclusiv a chiștilor de Pneumocystis), direct în prelevate fluide, raclate sau secțiuni tisulare, prin ameliorarea contrastului cu fondul preparatului; examinarea culturilor de fungi, cu detalii morfotinctoriale, pe preparate între lamăși lamelă sau bandă adezivă Efectuarea secțiunilor tisulare rămâne de competența laboratorului de anatomie patologică Alegerea colorantului: avantaje versus dezavantaje; criteriul cost-eficiență Roșu Congo este de peste 30 ori mai ieftin decât Calcofluorul alb (4S/25 g versus 1385/25 g) Spre deosebire de Calcofluorul alb, roșu Congo nu determină fluorescență hematiilor (riscul confuziei cu levuri), determină fluorescență redusă la un număr mai mic de bacterii și colorează sferulele de Coccidioides immitis Acestea sunt motivele pentru care prezentăm numai colorația cu roșu Congo Cei interesați de colorația cu Calcofluor alb pot consulta bibliografia Reactivi: (A) Soluția colorantă Roșu Congo 0,1 g Formol diluat 10% în apă distilată 100,0 mL Alternativ Roșu Congo 0,1 g Glutaraldehidă diluată în apă distilată 3% 100,0 mL Amestecă și agită pentru dizolvarea completă a colorantului Păstrate la temperatura camerei, chiar la lumină, ambele soluții rămân eficiente până la 7-8 luni (D) Soluția „contracolorantă” Permangat de potasiu 0,5 g Apă distilată 100,0 mL Procedura: (A) Pentru examinarea culturilor (1) Depune pe lamă câteva picături de colorant, fie Formol-roșu Congo fie Glutar-aldehidă-roșu Congo (2) Depune și destramă blând cu acul de disecție fragmentul de cultură în fluidul colorant Acoperă cu o lamelă nr 1 sau 2, presează blând pentru uniformizarea stratului fluid și etalarea elementelor fungice Absoarbe excesul de fluid Alternativ, aplică peste picătura de colorant banda adezivă cu amprenta culturii (3) Examinează la microscopul cu fluorescență cu obiective uscate folosind combinația filtrelor de excitație baraj pentru banda îngustă de radiație fie verde, fie albastră (e g ,la microscopul Leitz Ortholux filtrul de excitație BP 530-560 și de baraj LP 580 respectiv BP 450-490 cu LP 515) 1204 (В) Pentru microscopia prelevatelor patologice fluide (1) Fixează frotiul timpde 2 min cu câteva picături de alcool metilic și scurge alcoolul (2) Colorează 1 min cu una din soluțiile 0,1% de roșu Congo (3) Spală cu apă de robinet (4) „Contracolorează” 10-20 sec cu soluția 0,5% de permanganat de potasiu (5) Spală, scurge, usucă ' (6) Examinează la microscopul pentru fluorescență cu obiectiv uscat, apoi cu obiectiv IU în condițiile precizate mai sus (A) (fl) Pentru colorarea secțiunilor tisulare (1) Oeparafmează secțiunea (2) Procedează în continuare conform indicațiilor (2)-(4) de la punctul (B) (3) Deshidratează în băi succesive cu concentrații crescânde de alcool etilic (85°, 95°, absolut) Clarifică cu xilol (4) Usucă și depune pe secțiunea colorantă o picătură de ulei de imersie nefluorescent, acoperă cu o lamelă și examinează Montarea preparatelor pentru păstrare: deshidratează secțiunea colorată prin clatire în băi succesive de alcool etilic (85°, 95°, absolut), clarifică în xilol și montează sub lamelă într-o rășină nefluorescentă (e g , Permount- Fischer Scientific) Citire-interpretare: Levurile și fungii filamentoși au o fluorescență roșie la examinare în bandă de radiație albastră Pereții, septurile și vârfurile hifelor au o strălucire fluorescentă mai intensă Unele bacterii (e g , stafilococi, streptococi, bacilul piocianic) au fluorescență slabă, nedeslușită Altele (e g , EnterobacteriaceaeAe, nocardiile) deloc „Contracolorarea” cu soluție 0,5% permanganat de potasiu face țesuturile (celule, fibre de colagen, elastină), eritrocitele și celulele inflamatorii doar ușor perceptibile cât să permită focusarea preparatului • Fluorescente, colorații specifice cu anticorpi monoclonali indicate pentru depistarea Pneumocystis - vezi Capitolul 25 42,8 3 Giemsa, colorația are indicație limitată pentru depistarea formei levurice, intracelulare, de Histoplasma capsulatum - vezi 42 11 1 Giemsa, colorația modificată rapidă are indicație limitată la depistarea formelor trofice de Pneumocystis — vezi 42 11 1 42 8 4 Grocott - Gomori, colorația fungilor cu metenamină și nitrat de argint Principiu: Polialdehidele, apărute prin oxidarea polizaharidelor din peretele fungilor cu acid cromic, reacționează cu nitratul de argint, care produce depozite negre de hife și levuri Indicații: Depistarea sensibilă și specifică a fungilor (inclusiv a chiștilor de Pneumocystis) pe secțiuni tisulare Este o metodă de competența laboratoarelor de histopatologie, dar microbiologul trebuie să o cunoască pentru eventuale consultări privind citirea preparatelor microscopice și interpretarea rezultatelor 1205 Reactivi: (A) Acid cromic (B) Bisulfit de sodiu soluție apoasă 1% (C) Soluția de metenamină - nitrat de argint (1) Borax soluție apoasă 5% 8,0 mL Apă distilată 100,0 mL (2) Nitrat de argint soluție apoasă 10% 7,0 mL Metenamină soluție apoasă 100,0 mL Amestecă volume egale din soluția (1) și (2) pentru a prepara soluția de lucru, care trebuie utilizată extemporaneu (D) Clorură de aur 0,1% (E) Tiosulfat de sodiu soluție apoasă 2% (F) Soluție stoc de verde lumină pentru recolorare: vezi 42 6 9 - colorația PAS modificată de HALEY et al (1980) pentru frotuiri Procedura: (3) Deparafinează secțiunile tisulare și hidratează-le în apă distilată (4) Oxidează Ih cu acid cromic 5% (5) Clătește 1 min cu soluție 1% bisulfit de sodiu pentru a îndepărta acidul cromic rezidual (6) Spală în curent de apă 5-10 min (7) Spală în 3-4 băi succesive cu apă distilată (8) Menține 30-60 min la 58-60°C în soluția de lucru de metenamină - nitrat de argint până secțiunile devin galben-brune (9) Folosește o pensă parafinată pentru a transfera lamele din baia cu nitrat de argint în baia cu apă distilată (10) Verifică microscopic impregnația argentică: fungii trebuie să apară brun închis (11) Continuă clătirea schimbând de 6x apa distilată din baie (12) Menține secțiunile 2-5 min în soluția 0,1% clorură de aur (13) Clătește cu apă distilată (14) Menține secțiunile 2-5 min în soluția 2% de tiosulfat de sodiu pentru îndepărtarea argintului neredus (15) Spală în curent de apă (16) Recolorează 1 min cu soluția 1:5 preparată extemporaneu, din soluția stoc de verde lumină (17) Deshidratează în băi de alcool etilic cu concentrație crescândă (85°, 95°, absolut) Clarifică cu xilol Montează în balsam de Canada Examinează \i Citire-interpretare: Pereții celulari ai fungilor apar colorați în brun până la negru în contrast puternic cu fondul verde palid al preparatului 42 8 5 Hematoxilină-eozină, colorația cu (vezi 42 14 4 ) Este utilă pentru depistarea unor fungi în secțiuni tisulare: Candida spp , Aspergillus spp , zigomicete (inflamații acute cu sau fără abcedare); Coccidioides inunitis Cryptococcus neoformans (leziuni granulomatoase cu cazeificare) 1206 42 8 6 Lactofenol, colorații ale preparatelor montate în Indicații: Colorarea și montarea între lamă și lamelă a fungilor filamentoși din culturi pe mediu agarizat sau microculturi pe lamă Reactivi: Soluția de lactofenol colorant’ Fenol cristale (precauții) Acid lactic Glicerol Apă distilată Colorant3 Pț-ocedura: 20,00 g 20,00 mL 40,00 mL 20,00 mL 0,05 g (1) Depune pe lama de microscop, plasată pe o suprafață albă, o picătură din soluția de lactofenol (2) Prelevă, depune și destramă blând, cu acul de disecție, în picătura de lactofenol o mică porțiune din miceliul coloniei studiate (3) Acoperă preparatul cu o lamelă nr 1 Evită apăsarea și mișcarea lamelei, care pot disloca conidiile de pe conidiofori (4) Examinează cu obiectiv uscat și urmărește: dimensiunea, aspectul, dispoziția hifelor și organelor de fructificare, conidiile sau sporangiosporii, prezența pigmentului în hife și/sau conidii Preparatul poate fi păstrat mai multe luni dacă absorbi excesul de lactofenol și etanșezi marginile lamelei cu lac pentru unghii 42 8 7 Lactofenol albastru cotton cu alcool polivinilic Indicații: Exclusiv pentru colorarea și montarea preparatelor pe bandă adezivă în microscopia fungilor filamentoși; nu poate fi folosită când alături de cultură există și resturi de mediu gelozat Reactivi: Alcool polivinilic Acid lactic Fenol topit (precauțiif Albastru cotton0 Apă distilată 15,0 g 39,0 mL 39,0 mL 0,1 g 100,0 mL In apă distilată, încălzităla 56°C, dizolvă ingredientele în ordinea enunțată Procedura: 42 8 8 Masson - Fontana, colorația Principiu: Melanină are proprietăți argentafine: reduce soluția de azotat de argint amoniacal la argint metalic, care colorează în negru Indicații: colorarea în secțiuni tisulare a fungilor producători de pigmenți metaniei: fungii dematiacei și Cryptococcus neofonnans “ Albastru cotton (albastra Porrier sau albastra de China) poate fi înlocuit, în aceeași cantitate, cn albastru metil (albastru anilină) sau cu eozină b Topit pe baie de apă la 56°C c Alternativ poți folosi, în aceleași cantități, albastru metil sau eozină 1207 Reactivi: (A) Soluția de argint (1) La 20 mL soluție 10% azotat de argint adaugă cu picătura, sub agitare continuă, hidroxid de amoniu concentrat până la dizolvarea aproape completă a precipitatului format Soluția trebuie să rămână ușor opalescență, iar mirosul de amoniac să nu persiste Dacă ai depășit cantitatea optimă a hidroxidului de amoniu, adaugă cu picătura din soluția 10% azotat de argint până la reapariția opalescenței discrete (2) Adaugă la soluția de argint 20 mL apă distilată și filtrează Poate fi folosită a doua zi Păstrată la temperatura camerei și întuneric, în sticlă brună, soluția rămâne activă până la o lună (B) Tiosulfat de sodiu soluție 5% (C) Roșu neutru soluție apoasă 1% (D) Alcool etilic (85°, 95°, absolut) (E) Xilol Procedura: (1) Deparafinează secțiunile și hidratează-le cu apă distilată (2) Menține lamele în soluția de argint peste noapte la temperatura camerei și întuneric (3) Spală bine în mai multe băi cu apă distilată (4) Tratează 2 min cu soluția 5% tiosulfat de sodiu (5) Spală în curent de apă (6) „Contracolorează” 3 min cu soluția 1% roșu neutru (7) Spală în curent de apă (8) Deshidratează secțiunile în băi cu concentrații crescânde de alcool etilic Clarifică cu xilol Montează în balsam de Canada Examinează Citire-interpretare: Hifele lungilor dematiacei și Cryptococcus neoformans (levură, nu capsula), apar negre Nucleii celulelor tisulare - roșii Eventualele structuri argentafine sau cromafine tisulare ori unele lipofuscine nu jenează observarea fungilor colorați 42 8 9 PAS (periodic acid Schiff), colorația Principiu: Structuri polizaharidice din peretele fungilor, mai puțin a bacteriilor sunt oxidate de periodat cu formare de polialdehide, care sunt colorate în roșu cu soluția fucsină-sulfit Schiff, în timp ce nucleul, citoplasmă, materialul tisular (excepție glicogenul și muchia) nu sunt colorate Indicații: Depistarea fungilor (inclusiv a chiștilor de Pneumocystis) în microscopia directă a frotiurilor sau secțiunilor tisulare Colorarea secțiunilor tisulare este rezervată laboratoarelor de histopatologie, dar microbiologul trebuie să fie familiarizat cu metoda pentru eventualele consultări la citirea preparatelor și interpretarea rezultatelor Cei interesați de colorarea secțiunilor tisulare pot consulta bibliografia recomandată în continuare prezentăm metoda modificată de HALEY et al (1980) pentru colorarea frotiurilor Reactivi: (A) Soluția de acid periodic Acid periodic 5,0 g Apă distilată 100,0 mL Solvă și păstrează în flacon brun cu dop rodat Protejată de lumină rămâne activă câteva zile 1208 (B) Soluția de fucsină bazică Fucsină bazică O,lg Alcool etilic 95° {precauții) 5,0 mL Apă distilată 95,0 mL Adaugă alcoolul la apă, omogenizează și adaugă cu grijă fucsina Agită flaconul prin mișcări circulare pentru dizolvarea completă a colorantului, care se produce relativ repede (C) Soluția de meta-bisulfit Meta-bisulfit de sodiu 1,0 g Acid clorhidric soluție 1 N 10,0 mL Apă distilată 190,0mL Aceasta este soluția de decolorare a fucsinei Când este proaspătă realizează decolorarea în 3 min Odată cu învechirea soluției, timpul de decolorare crește la 5 min Păstrează reactivul în flacon brun (D) Soluția recolorantă Verde lumină cristale 0,2 g Acid acetic glacial {precauții) 2,0 mL Apă distilată 100,0 mL (E) Alcool etilic (precauții) absolut, 85°,95° (F) Xilol (precauții) Procedura: (1) Imersează lama cu frotiul 1 min în alcool absolut (2) Scurge alcoolul și imediat imersează lama în soluția 1% de acid periodic (3) Spală 2 min sub curent de apă (4) Imersează lama 2 min în soluția de fucsină (5) Spală 2 min sub curent de apă (6) Imersează lama 3-5 min în soluția de meta-bisulfit (7) Spală 5 min lama în baie de apă (8) Imersează lama 5 sec în soluția recolorantă de verde lumină (9) Spală lama 5-10 sec (10) Imersează lama la intervale de 5 sec în băi succesive de alcool 85°; 95° și alcool absolut (11) Imersează lama 2-3 sec în baie de xilol (12) Montează în balsam de Canada sub lamelă Examinează Citire-interpretare: Fungii (filamentoși, levuri, chiști de Pneumocystis) apar colorați roșu magenta în contrast cu fondul verde al frotiului Ocazional bacterii și polimorfonucleare rețin în oarecare grad fucsina bazică, dar diferența față de elementele fungice este evidentă Controlul de calitate: Colorează un frotiu martor omițând etapa tratării cu periodat Pe preparatul martor nu trebuie să apară structuri colorate în roșu 42 9 GRAM, COLORAȚIA Principiu: După tratarea bacteriilor cu un colorant bazic violet din seria para-rozanilinei (e g , violet de metil, cristal violet) și cu iod ele se comportă diferit sub acțiunea unui agent decolorant (e g , alcool, acetonă): 1209 • La unele iodul mordansează („fixează”) colorantul în structurile protoplastului și împiedică decolorarea încât bacteriile rămân colorate în violet Aceste bacterii au fost numite gram-pozitive • Alte bacterii se decolorează și pentru a putea fi observate trebuie recolorate cu un colorant diferit, uzual roșu (e g , fucsină bazică, safranină, roșu neutra) Ele au fost numite gram-negative Comportarea diferită a bacteriilor în colorația Gram ține de diferențe în structura peretelui celular: rețeaua de peptidoglican tridimensională cu ochiuri strânse, micșorate și mai mult sub acțiunea deshidratantă a agentului de diferențiere, poate explica reținerea complexului colorant violet-iod de către bacteriile gram-pozitive; rețeaua de peptidoglican bidimensională cu ochiuri laxe și dizolvarea unor lipide asociate peretelui sub acțiunea agentului de diferențiere, pot explica decolorarea bacteriilor gram-negative Cu termenul de gram-variabil sunt desemnate bacteriile care pierd caracterul gram-pozitiv într-o serie de circumstanțe insuficient definite (e g , condiții de cultivare, de fixare și colorare a frotiului) Știm astăzi, cel puțin pentru bacteriile anaerobe, că leziuni ale peretelui bacterian apărute în prezența oxigenului sunt cauză a comportamentului variabil al organismelor cu perete de tip gram-pozitiv Așa se explică de ce metoda originală de colorație imaginată de Christian Gram în 1884 - colorare cu violet de gențiană*, mordansare cu soluție iodo-iodurată, decolorare cu alcool absolut și recolorare cu brun Bismark - a suferit numeroase modificări care au ameliorat-o și adaptat-o la anumite indicații 42 9 1 Metoda Gram modificată de Jensen Indicații: Varianta simplă, de uz curent, a colorației Gram pentru identificarea preliminară a bacteriilor; bune rezultate la depistarea gonococilor și meningococilor în prelevate patologice, mai ales când sunt în număr redus Reactivi: (A) Soluția colorantă cu violet de metil Violet de metil 6B 5 g (sau cristal violet 85-95% colorant) Apă distilată 1000 mL Agită pentru solvire și filtrează prin hârtie, soluția, deși stabilă, este bine a mai fi filtrată, printr-o mică pâlnie, direct la turnarea colorantului pe lamă (B) Soluția iodo-iodurată (Lugol) Iod cristale 10 g lodură de potasiu 20 g Apă distilată 1000 mL Dizolvă iodura de potasiu în circa 50 mL apă, adaugă iodul și agită până la dizolvarea totală Completează la 1000 mL cu apă distilată Păstrează în flacon brun (C) Decolorantul: alcool etilic absolut (precauții) Alcoolul etilic decolorează lent Există și decoloranți cu acțiune mai rapidă (vezi mai jos varianta Hucker a colorației Gram), dar autorul a precizat decolorantul care oferă cea mai bună diferențiere * Violetul de gențiană este un amestec, în proporții dificil de controlat în cursul sintezei, de cristal violet și violet de metil 1210 (D) Soluția recolorantă de uz curent" Fucsină bazică, soluție alcoolică saturatăb 10 mL Apă distilată 100 mL Soluția recolorantă pentru urmărirea gonococilor și meningococilor Verde malachit 0,05 g Pironină 0,15 g Apă distilată 100,0 mL Agită pentru dizolvare și filtrează prin hârtie în flacon brun soluția poate fi conservată până la o lună Procedura: (1) Colorează frotiul 30 sec cu soluția de violet de metil sau cristal violet (2) Varsă colorantul, ține lama înclinată și picură soluție Lugol, din partea superioară a lamei peste frotiu pentru spălarea colorantului și a depozitelor cristaline ale complexului colorant-iod (3) Acoperă lama cu soluție Lugol proaspătă și menține 30 sec (4) Scurge soluția Lugol și spală frotiul cu alcool absolut Acoperă frotiul cu alcool absolut proaspăt și dă lamei mișcări alternative de înclinare până când preparatul nu mai eliberează colorant (urmărește aceasta pe fond alb) Spală cu apă (5) Recolorează respectând următoarele intervale: • Pentru soluția de fucsină bazică 0,1%: 30 sec , prelungit până la 1-2 minute la urmărirea hemofililor • Pentru soluția verde malachit-pironină: 2 minute (6) Spală cu apă, usucă, examinează Notă: La recolorarea cu soluție verde malachit-pironină nu spăla în curent de apă ci inundă numai lama cu apă, scurge și usucă Citire-interpretare: Bacteriile gram-pozitive și fibrina apar violete, cele gram-negative roșii intens, iar nucleii și citoplasmă celulelor inflamatorii, a celulelor de descuamare sau tisulare în nuanțe de roșu Celulele inflamatorii cu detalii structurale insuficient diferențiate pot fi înregistrate ca „celule rotunde” La recolorarea cu verde malachit-pironină: gonococii sau meningococii apar roșii, bacteriile gram-pozitive purpuriu închis, iar fondul celular al frotiului în nuanțe de albastru verzui Controlul de calitate: Martor pozitiv: Bacillus megatherium sau Staphylococcus aureus ATCC 25923 Martor negativ: Escherichia coli ATCC 25922 Efectuează un frotiu din amestecul în părți egale a suspensiilor cu densitate corespunzătoare etalonului 3 Mc Farland din cultura peste noapte pe agar nutritiv de E coli și B megatherium sau S aureus Aceste suspensii autoclavate la 12ГС timp de 20 “Alternativ pot fi folosite pentru recolorare soluțiile: 0 1% roșu neutru sau 0 5% safranină Personal obținem rezultate mai bune cu soluția 0,1% de fucsină bazică b Evită recolorarea cu fucsină Ziehl diluată 1/10 pentru că tinde să coloreze atât de intens bacteriile gram-negative încât poate crea confuzii prin diferențierea dificilă de cele gram-pozitive 1211 minute pot fi utilizate indefinit Verifică fiecare lot nou de reactivi cu un frotiu martor: diferențierea între bacteriile gram-pozitive și cele gram-negative trebuie să fie netă Etalarea frotiurilor din prelevate patologice nu poate fi întotdeauna uniformă în consecință pe asemenea frotiuri câmpuri bine diferențiate pot alterna cu câmpuri sub -sau supradecolorate Selectează pentru examinare numai câmpurile cu leucocite roșii: dacă alături de acestea observi bacterii violete câmpul este corect diferențiat Dar bacteriile gram-pozitive nu sunt prezente în mod necesar în fiecare prelevat patologic De aceea, după uscarea frotiului, etalazează peste o extremitate bine marcată a preparatului suspensia unei bacterii gram-pozitive (5 aureus sauB megatherium) După colorare verifică dacă aici alături de piocitele roșii apare organismul martor colorat violet în continuare examinează pe restul frotiului numai câmpurile cu piocite și celule tisulare colorate în roșu Curent, în practică pe frotiurile colorate Gram, bacteriile respectă morfologia caracteristică speciei sau genului Sunt însă „capcane” clasice în care ne atrag unele specii, prezentate în tabelul 42-1; și interpretări eronate determinate de prezența resturilor celulare ce pot mima coci gram-pozitivi sau bacili gram-negativi (e g , într-o probă de spută cilii epiteliului respirator, detașați de celula ciliată, pot fi etichetați drept Fusobacterium nucleatum, granulațiile eozinofilului distrus, în sputa pacienților cu astm bronșic și infecție acută a tractusului respirator, pot fi confundate cu coci/cocobacili gram negativi/ Tabelul 42-1 „Capcanele” clasice ale colorației Gram (adaptat după Koneman’s, 2006) Specia Morfologia caracteristică Variante morfologice Comentarii Streptococcus pneumoniae Coci gram-pozitivi, „în flacără de lumânare”, diplococi Coci alungiți asemănători bacililor scurți Etichetat drept bacii gram-pozitiv, enterococ Staphylococcus spp Coci gram-pozitivi așezați predominant în grămezi Așezați numai câte doi Pe un frotiu din exsudat uretral supradecolorat comunicat Neisseria gonorrhoeae Clostridium perfringens Bacii gram-pozitiv, mare, drept, capete rotunjite Gram-variabil/gram negativi Considerat bacii gram-negativ Acinetobacter spp Cocobacil gram-negativ Coci gram-negativi Are tendința de a reține violetul metil Interpretat drept coe/bacil gram-pozitiv: coc gram-negativ Cryptococcus neoformans Celule gram-pozitive rotunde/ovale înmugurite Celule gram-variabile Considerate artefacte Aspergillus fumigatus Conidii, gram-pozitive Așezate în lanțuri Pe un frotiu de spută confundate cu coci gram-pozitivi 1212 42 9 2 Metoda Gram modificată de Hucker Indicații: Variantă a colorației Gram pentru uzul curent în bacteriologic, recomandată de Societatea Americană de Microbiologic Reactivi: (A) Soluția colorantă de cristal violet Soluția stoc de colorant11 Cistal violet (90% colorant) Alcool etilic 95° (precauții) л Soluția stoc de oxalat Oxalat de amoniu Apă distilată Soluția de lucru lOg 100 mL 1 g 100 mL Soluție stoc de cristal violet diluată 1/10 2 volume Soluție stoc de oxalat 4 volume Amestecă cu 24 ore înainte de utilizare și filtrează prin hârtie direct în flacon picurător (B) Soluția iodo-iodurată (Lugol) Iod cristale lodură de potasiu Apă distilată lg 2g 300 mL Dizolvă iodura de potasiu în - 5 mL de apă, adaugă iodul, agită până la dizolvare și adaugă restul de apă Păstrează în flacon brun (C) Decolorantul (1) lent: alcool etilic 95° (precauții) (2) rapid: acetonă 100% (precauții) (3) intermediar: alcool etilic 95°'i — acetonă 100% J (D) Soluția recolorantă Soluția stoc de safranină3 Safranină 0 (99% colorant) Alcool etilic 95° (precauții) Soluția de lucru Soluție stoc Apă distilată 2,5 g 100,0 mL lOmL 100 mL Alternativ poate fi folosită soluția alcoolică saturată de fucsină bazică diluată 1/100 (vezi Metoda Gram modificată de Jensen) Procedura: (1) Colorează 1 min cu soluția de cristal violet (2) Scurge colorantul, spală scurt lama cu apă de robinet și scurge excesul de apă (3) Acoperă lama pentru 1 min cu soluție Lugol (4) Spală cu apă de robinet și scurge excesul de apă (5) Decolorează ținând cont de viteza decolorantă a agentului ales a Vezi 42 1 Coloranți bazici, soluții saturate de • Acetona: Ține lama înclinată și picură decolorantul de la capătul superior pentru a se scurge pe toată suprafața frotiului După 2-3 secunde decolorarea este completă și trebuie stopată prin spălare îngrijită sub curent de apă care deja curge • Alcool etilic 95°: vezi Metoda Gram modificată de Jensen • Alcool-acetonă: Acoperă lama cu amestecul decolorant și imprimă-i mișcări alternative de înclinare până când preparatul nu mai eliberează colorant: -5-10 sec pentru frotiurile subțiri (e g , din culturi), - 10 sec pentru cele mai groase (e g , din prelevate patologice) Stopează decolorarea prin spălare îngrijită cu apă (6) Recolorează cu soluția de fucsină bazică 30 sec sau, pentru hemofili, 1-2 min Când utilizezi soluția de safranină limitează recolorarea la 10 sec (7) Spală, usucă, examinează Citire-interpretare, Control de calitate: Vezi Metoda Gram modificată de Jensen 42 10 PROTOZOARE, COLORAȚII PENTRU Tricromă, colorația Principiu: Colorație diferențială care ameliorează contrastul între structurile nucleare și citoplasmice ale trofozoiților sau chiștilor și fondul preparatului prin colorare inițial cu iod apoi printr-o soluție cu trei coloranți Indicații: Metodă rapidă de colorare a frotiurilor din fecale, sediment urinar, de lichid celaforahidian ori din aspirat nasofaringian pentru detectarea protozoarelor Reactivi: (A) Soluția fixa tivă Schaudinn Alool etilic 95°C (precauții) 1 volum Clorură mercurică (precauții) soluție saturată 2 volume (~ 14 g la 100 mL apă) Imediat înainte de utilizare adazgă 5 mL acid acetic glacial (precauții) la 100 mL soluție (B) Soluția de alcool-iodat Soluția stoc: solvă cristale de iod în alcool etilic 70° Obții o soluție brun închis Soluția de lucru: diluează soluția stoc în alcool etilic 70° până la culoarea brun deschis Concentrația de iod nu este critică (C) Colorantul tricrom Cromotrope 2R 0,60 g Verde lumină SF 0,15 g Verde rapid FCF 0,15 g Acid fosfotungtic (precauții) 0,70g Acid acetic glacial (precauții) 1,00 mL Apă distilată 100, 00 mL Amestecă solidele, adaugă acidul acetic și lasă mixtura 15-30 min pentru maturare Adaugă apă distilată și dizolvă Soluția trebuie să fie purpurie (D) Soluția decolorantă de alcool-acidifiat Acid acetic glacial (precauții) 0,45 mL Alcool etilic 90° (precauții) 99,55 mL 1214 (E) Fenol-xilol Fenol topit (precauții) 1 volum Xilol (precauții) 3 volume Procedura: (1) Prepararea frotiurilor: • Fecale Folosind o baghetă de sticlă, etalează suspensia de materii fecale în strat subțire • Sedimentul de lichid cefalorahidian sau urinar Depune o picătură de sediment pe lama de microscop plasată în cameră umedă Lasă în repaus 5-10 min Adaugă câteva picături de fixativ Schaudinn încălzit la 37°C și menține 1 min (2) Fixarea Cufundă lamele în borcan Coplin cu fixativ Shaudinn: 5 min la 50°C și 1 h la temperatura camerei La nevoie lamele pot fi lăsate 1-2 zile în baia de fixativ Din momentul preparării până în momentul montării, frotiurile nu trebuie să se usuce O eventuală întrerupere a colorației impune menținerea lamelor în alcool etilic 70° In continuare trece lamele prin unnătoarele băi de reactivi: (3) Alcool 70° iodat 1 min (4) Alcool 70° 1 min (5) Colorant tricrom: 2-8 min , în funcție de grosimea frotiului (6) Soluție decolorantă de alcool etilic 90° acidifiat: 5-10 sec (max 20 sec ) în total Deoarece decolorantul continuă să acționeze de la scoaterea din baie până la stoparea decolorării prin clătire cu alcool etilic 95°, practic una-două cufundări ale lamei în decolorant sunt suficiente (7) Alcool etilic 95° pentru stoparea decolorării: clătire în două băi succesive, care trebuie schimbate frecvent, înainte de acidifierea conținutului (ceea ce ar continua decolorarea) (8) Fenol-xilol sau alcool etilic absolut: 3 min (9) Xilol: 3 min (10) Montează preparatul sub lamelă în balsam de Canada sau Permount Reperează elementele suspecte prin scrutarea frotiului cu un obiectiv uscat și, după întărirea mediului de montare, examinează detaliile cu obiectiv IU Citire și interpretare: Citoplasmă trofozoiților și chiștilor bine fixați și colorați apare albastrâ-verzuie cu nuanțe purpurii Cromatina nucleară, corpii cromatoizi, hematiile și bacteriile ingerate apar roșii până la roșii-purpurii Fondul frotiului este verde Ouăle și larvele de helminți se colorează în roșu contrastant cu fondul verde Ouăle cu coajă mai subțire se pot colara sub acțiunea mediului de montare Leucocitele, piocitele și celulele tisulare se colorează într-o nuanță mai verzuie decât protozoarele Controlul de calitate: Colorează în paralel frotiuri ale unor organisme cu reacții de culoare cunoscute Fixarea incompletă face chiștii necolorabili și imprimă culoare predomiant roșie elementelor vegetative Opacifierea preparatelor este legată de deshidratrea incompletă, cel mai frecvent prin contaminarea cu apă a băilor de alcool care nu sunt schimbate la timp Ameliorezi calitatea colorației dacă scurgi îngrijit lamele la transferul între băile de reactivi Au fost propuse mai multe modificări ale colorației tricrome pentru a o adapta diferitelor organisme urmărite Cei interesați pot consulta bibliografia recomandată 1215 42 11 ROMANOWSKI, COLORAȚII Principiu: Interacțiunea soluțiilor apoase de eozină și de albastra de metilen, ultima lipsită de zinc și devenită policromă prin învechire, formează un compus care, dizolvat în alcool metilic pur cu pH 6,5, colorează diferențiat structurile celulare și are afinități pentru microorganismele parazite intracelulare pe care le colorează de asemenea diferențiat în funcție de complexitatea structurii și stadiul evolutiv Colorația originală a suferit modificări aduse de Leishman, Wright, Jenner sau Giemsa, care au dat naștere la tot atâtea colorații Ne referim numai la colorația Giemsa 42 11 1 Giemsa, colorația rapidă Indicații: depistează Pneumocystis (amprente de țesut pulmonar, sediment de spălătură bronhoalveolară etc ), Histoplasma capsulatum (frotiuri din sânge, măduvă osoasă, puroi, sediment de spută omogenizată), incluziile de Chlamydia trachomatis în prelevate de la bolnavi (raclat conjunctival, endocervical sau uretral), incluziunile de Chlamydia spp în culturi de celule Reactivi: (A) Fixator: alcool metilic absolut (precauții) (B) Colorant Giemsa: soluție stoc (C) Diluent și fluid de spălare: tampon fosfat M/l 5, pH 7,0 (D) Diluția 1/20 a soluției Giemsa stoc preparată zilnic Procedura: • Pentru fungi (1) Usucă frotiurile sau amprentele 30 min în aer (2) Fixează 1 min cu alcool metilic absolut (3) Scurge și usucă în aer Notă: procedurile de prelucrare a prelavatelor patologice pentru depistarea Pneumocystis pot altera adezinele lungului Vezi alte precizări privind fixarea corectă a frotiurilor în care suspectăm prezența acestui fung la Capitolul 38 (4) Colorează 30 min cu diluția de lucru a soluției Giemsa (5) Clătește repede cu tampon (6) Usucă în aer Examinează • Pentru C trachomatis: fixează cu alcool metilic frotiul imediat după etalarea rac latului Execută în laborator restul timpilor cum este precizat mai sus Citire și interpretare: Formele trofice de Pneumoeystis apar cu nucleu roșu și citoplasmă albastră Chiștii rămân cu peretele necolorat, vizibil doar ca un halou, dar structurile lor nucleare (corpi prechistici și intrachistici) apar roșii Fondul ^celular al prelevatului impune experiență pentru identificarea lungului în acest context Histoplasma capsulatum apare în citoplasmă macrofagelor sau polimorfonuclearelor ca levuri colorate în roșu în exudatele bronhoalveolare colorația Giemsa mai poate depista Cryptococcus neoformans, Blastomyces dertmatitidis, Coccidioides immitis (vezi Capitolul 38) Incluziunile de C trachomatis trebuie căutate în celulele epiteliale columnare Uzual sunt unice Inițial apar bazofile, albastre (predomină corpii reticulați) La maturitate devin roșii (predomină corpii elementari), cresc în volum, au aspectul unei vezicule 1216 citoplasmice compacte, care deplasează nucleul celulei gazdă în culturi de celule inciuziile de C trachomatis apar cu aceleași caractere Cele de C psittaci sunt multiple, iar corpii elementari sunt mascați parțial sau integral de matricea bazofîlă a incluziunii Controlul de calitate: Prin depistarea macrofagelor alveolare și celulelor bronșice, colorația Giemsa permite controlul de calitate al spălăturii bronhoalveolare pentru depistarea fungilor și altor paraziți (vezi 13 3 3 ) Frotiurile pe care nu apar celule columnare indică un prelevat impropiu pentru urmărirea incluziilor chlamidiale 42 11 2 Giemsa, colorația lentă Indicații: Depistarea spirochetelor (borrelii, leptospire) în umori la bolnavi sau infecții experimentale, a ehrlichiilor pe frotiuri din sânge de la bolnavi, a rickettsiilor pe amprente de organe, în infecția experimentală și în culturi de celule Reactivi: Vezi Giemsa, colorația rapidă Procedura: (1) Efectuează uscarea și fixarea frotiurilor ca pentru metoda rapidă (2) Degresează amprentele de sac vitelin (vezi 42 6 2 ) (3) Colorează 16-24 h cu diluția de lucru a soluției Giemsa stoc plasată în cutie Bornei, Laveran sau borcan Coplin, în funcție de numărul lamelor colorate La nevoie improvizează o baie de colorare în cutie Petri și plasează lama cu frotiul în jos pe două baghete din sticlă astfel încât colorantul să scalde frotiul; acoperă cutia (3) Continuă conform indicațiilor (5) și (6) de la metoda rapidă Citire-interpretare: Vezi mai jos 42 11 3 Giemsa, colorația la cald Indicații: Modalitate de a scurta semnificativ colorația lentă Reactivi: Vezi Giemsa, colorația rapidă Procedura: (1) încălzește lama acoperită cu diluția de lucra a soluției Giemsa stoc până la emitere de vapori Lasă 15 sec pentru răcire (2) Varsă, înlocuiește cu colorant proaspăt și repetă identic încălzirea de 4-5 ori (3) Continuă conform indicațiilor (5) și (6) de la metoda rapidă uzuală Citire-interpretare: Borreliile apar albastre, iar leptospirele în purpuriu Ehrlichiile apar ca microcolonii puruprii în vacuole citoplasmatice ale neutrofilelor (E phagocyto-phila, E equi) sau monocitelor (ocazional observată E chaffeensis) Rickettsiile sunt colorate în purpuriu închis 42 11 4 May-Griinwald-Giemsa, colorația Indicații: Diferențieri citologice mai precise în exsudate Pot fi depistate și microorganismele precizate la colorația Giemsa Reactivi: Soluție May-Granwald, fixatoare și colorantă, plus reactivii precizați la colorația Giemsa 1217 Procedura: (A) Pentru frotiurile de sânge și puroi (1) Usucă frotiurile 30 min îm aer (2) Fixarea: Acoperă frotiul pentru 2-3 min cu un număr cunoscut de picături din soluția May-Griinwald (3) Colorarea: ■ Timpul I: Adaugă peste soluția May-Griinwald un număr egal de picături de tampon fosfat, omogenizează și lasă 2 min Varsă și contiună fără spălare ■ Timpul II: Acoperă frotiul pentru 30 min cu diluția de lucru a soluției Giemsa (4) Contiună ca la colorația Giemsa rapidă timpii (5) și (6) (B) Pentru exsudate din căile respiratorii Tratarea directă cu soluție May-Griinwald a acestor prelevate bogate în mucus determină un aspect „îmbâcsit” al frotiului colorat Modifică procedura după cum urmează: (1) După uscare, fixează frotiul 1 min cu alcool metilic (2) Scurge și usucă în aer (3) Colorarea: • Timpul 1: Acoperă pentru 3 min frotiul cu soluția May-Griinwald diluată '4 cu tampon fosfat Varsă și continuă fără sălare • Timpul II: Acoperă frotiul pentru 10 min cu diluția de lucru a soluției Giemsa (3) Clătește repede cu tampon fosfat, usucă și examinează cu obiectivul 20X Dacă celulele sunt subcolorate, continuă colorarea încă 10 min Citire-interpretare: Hematiile apar roz-roșii, citoplasmă polimorfonuclearelor este roză, a limfocitelor și macrofagelor albastră; granulațiile neutrofile sunt brune, cele eozinofileporocalii, celebazofile albastru închis-negre; nucleii celulari violacei cu diferite intensități Bacteriile apar violete 42 12 SEDIMENT URINAR, COLORAȚII VITALE Principiu: Benzidina oxidată de oxigenul eliberat de peroxidul de hidrogen sub acțiunea peroxidazelor leucocitare formează un compus de culoare albastră, care colorează aceste celule în tractusul urinar inflamat leucocitele plimorfonucleare, eliminate individual sau incluse în cilindrii, sunt singurele celule care au peroxidază Indicații: Confirmarea piuriei și cilindrilor care conțin leucocite (leucocitari, granuloși, micști) depistați la triajul sedimentului urinar (vezi 14 3 1 1) Ц camera hemocitometrică (vezi 14 3 1 2) când există dubii privind identitatea elementelor depistate Reactivi: (A) Acetat de cupru 0,20 g Acid azotic (precauții) suluție IN 0,86 mL Glucoză 5,00 g Apă distilată ad 100,00 mL (B) Benzidină dihidroclorică 0,2 g Apă distilată 100,0 mL 1218 (C) Glicerit alperoxiduhii de hidrogen Peroxid de hidrogen 1,446 g Uree 2,540 g 8-hidroxichinolină 0,100 g Glicerol anhidru 100,00 mL Soluția este eficientă ~ 1 an (comparativ cu instabilitatea peroxidului de hidrogen în soluții apoase) Procedura: După efectuarea microscopiei curente (vezi 14 3 1 2 și 14 3 1 3 ) la sedimentul probelor cu dubii privind identitatea celulelor și cilindrilor depistați (1) Adaugă într-un tub nou, curat, la o picătură de sediment urinar, o picătură din soluția A Omogenizează conținutul prin rotirea blândă a tubului și lasă amestecul în repaus 4 min (2) între timp adaugă la 10 mL soluție В o picătură din soluția C Dacă soluția C este mai veche de un an, crește proporția la 2 picături soluție C pentru 5 mL soluție B (3) Adaugă la sediment o picătură din amestecul soluțiilor В + C Omogenizează blând conținutul tubului (4) Examinează la microscop între lamă și lamelă cu obiective uscate adecvate Colorația este eficace în interval de câteva ore de la prelevarea probelor de urină Citire-interpretare: Polimorfonuclearele izolate, în grămezi sau integrate în cilindrii apar colorate în albastru-verzui, cu nuanțe de la palid la întunecat Sunt colorate și polimorfonuclearele atipice modificate prin hipoosmolaritatea urinei, așa numitele celule Stemheimer-Malbin (vezi mai jos) Restul elementelor din sediment rămân necolorate Controlul de calitate: Imporantă este proporția dintre soluția В și C (glicerit) Cu un exces de glicerit eritrocitele capătă un halou albastru, iar polimorfonuclearele se colorează foarte intens și din celule radiază cu timpul un material cristalin albastru Proporția corectă de glicerit poate fi obținută pentru orice lot nou de reactiv sau verificată periodic pentru soluția în uz prin diluții seriate și observarea colorației obținute folosind prelevate bogate în polimorfonucleare (sedimentul urinelor piurice, diluții de puroi) 42 12 2 Sternheimer Malbin, colorația Indicații: Lipsită de specificitatea colorației cu benzidină a peroxidazei polimorfo-nuclearelor, colorația vitală a sedimentului urinar cu cristal violet rămâne o metodă utilă pentru examenul citologic atunci când triajul preparatelor necolorate lasă dubii privind identitatea unor celule Reactivi: (A) Cristal violet sau clorhidrat de metil-rozanilină Alcool etilic 95° (precauții) Oxalat de amoniu Apă bidistilată ad Soluția este stabilă indefinit (B) Safranină O Alcool etilic 95° (precauții) Apă bidistilată ad Soluția este stabilă indefinit 3,0 g 20,0 mL 0,8 g 80,0 mL 0,25 g 10,00 mL 100,000 mL 1219 (C) Soluția de lucru ' Soluția A 3 volume Soluția В 97 volume - Amestecă, omegenizează, filtrează Flitrată la fiecare 2 săptămâni rămâne stabilă 3 luni Procedura: După microscopia curentă (vezi 14 3 1 2 și 14 3 1 3 ) la sedimentele urinare cu dubii privind identitatea celulelor, ' (1) Adaugă în tubul cu sediment urinar ~ 1 picătură de soluție C colorantă pentru o picătură sediment Omogenizează conținutul prin rotirea blândă a tubului (2) Efectuează și examinează un preparat microscopic umed între lamă și lamelă Citire-interpretare: Leucocitele polimorfonuclare au nucleul portocaliu-purpuriu în nuanțe mai închise la celulele bătrâne Granulați! citoplasmice pot să apară în număr redus Celulele Sternheimer-Malbin sunt leucocite atipice modificate probabil în condițiile urinei hiposomotice Au diametrul mai mare, nucleul colorat în albastru palid și grânule citoplasmice agitate de mișcare browniană Hematiile din urina acidă sau neutră nu sunt colorate sau iau numai o nunață ușor purpurie; cele din urina alcalină, dacă nu sunt lizate, devin intens purpuriu Celulele tubilor renali apar cu nucleul intens purpuriu și citoplasmă portocaliu-purpurie, ușor mai mari decât leucocitele intens colorate Celulele epiteliului vezical, mari, au nucleul albastru, iar citoplasmă, bogată, este tot albastră cu o nuanță mai deschisă și poate conține incluzii Celulele epiteliale scuamoase, vaginale sau uretrale, apar cu nucleul portocaliu sau portocaliu-purpuriu și citoplasmă, multă, albastră Cilindrii hialini sunt roz pal până la purpuriu; în cei eritrocitari celule incolore, eventual lavand pal, sunt cuprinse într-o matrice hialină roz palidă, dar prin liza eritro-citelor și acumularea hemoglobinei în tramă fibrosă devin intens purpurii Cilindrii leucocitari sunt identificați prin leucocite intens purpurii sau portocalii prinse în matrice hialină roză în cilindrii epiteliali pot fi identificate celule epiteliale tubulare, cu nucleul purpuriu, prinse în matrice roză hialină în cilindrii granulași culoarea intens purpurie poate masca substanța hialină roză Originea materialului granular (leucocitară, eritrocitară, epitelială) este practic imposibil de precizat pentru că afinitatea tinctorială a celulelor degenerate nu mai este diferențaită Cilindrii lipidici rămân incolori, iar cei ceroși apar omogen purpurii Bacteriile colorate își păstrează mobilitatea 42 13 SPUTĂ, COLORAȚIE VITALĂ PENTRU Indicații: Examenul citologic rapid al expectorației și aspiratelor din căile respiratorii inferioare Reactivi: (A) Soluția stoc de colorant Cristal violet, pulbere 0,1 g Tampon fosfat pH 6,8 100,0 mL Amestecă și încălzește pentru dizolvare 2 h în baie de apă la 50°-60°C Conservă la 4°C 1220 (В) Soluția colorantă de lucru Cristal violet soluție stoc 1 volum Tampon fosfat pH 6,8 5 volume Procedura: (1) Depune pe lamă un mic flocon din proba de examinat (2) Adaugă o picătură din soluția colorantă de lucru și amestecă (3) Acoperă cu o lamelă și presează ușor ' (4) Examinează cu obiective 1OX și 20X și cu lumina diafragmată corespunzător Citire-interpretare: Elementele celulare (polimorfonucleare, limfocite, macrofage aleveolare, celule epiteliale scuamoase, celule bronșice, corpi Creola) și necelulare (spirale Curschmânn fibre elastice, cristale Charcot-Leyden, particule de mielină) apar cu detaliile structurale diferențiate prin refringență și nuanțe de violet Calitatea probelor colorate vital poate fi apreciată prin raportul celulelor inflamatorii/ celule epiteliale scuamoase (vezi 13 3 3 ) 42 14 VIRUSURI, INCLUZIUNI ȘI EFECTE CITOPATICE, COLORAȚII PENTRU 42 14 1 Giemsa, colorația Indicații: Urmărirea incluziunilor sau efectelor citopatice virale pe frotiuri din fluidul sau raclatul veziculelor cutanate, spălătură bronho-alveolară, măduvă osoasă Ca toate colorațiile efectuate după uscarea frotiurilor în aer (e g , Gustein, cu hematoxilin-eozină, Mann) detaliile nucelare sunt slab definite ceea ce crează dificultăți la identificarea corectă a efectelor citopatice și incuziunilor de la acest nivel Colorația Papanicolau, deși mai scumpă, evită aceste neajunsuri Reactivi, procedură: Vezi 42 11 2 Pe frotiu se depun frecvent precipitate de colorant Aceasta impune imersarea rapidă și alterantivă a lamei în baie de alcool etilic 95° și de apă distilată până când, microscopic, frotiul apare debarasat de orice precipitat Timpul lung de colorare și riscul depunerii de precipitate fac preferabile alte variante ale colorației policrome Romanowsky cum sunt colorația Wright sau preferabil, Diff-Quick (vezi WOODS și WALKER, 1996) ’ Citire-interpretare: Vezi tabelul 42-2 42 14 2 Gustein, colorația Indicații: Depistarea incluziilor de poxvirus (corpii Guamieri) în fluidul sau ractahil leziunilor cutanate (în speță al veziculelor) Vezi și comentariul la indicațiile colorației Giemsa Reactivi: (A) Violet de metil 1 0 g Apă distilată 100,0 mL Agită pentru dizolvare și conservă soluția la temperatura camerei 1221 (B) Carbonat de sodiu 2,0 g t Apă distilată 100,0 mL Agită pentru dizolvare și conservă soluția la temperatura camerei (C) Soluția A 1 volum Soluția В 1 volum Amestecă și filtrează exact înainte de utilizare Procedura: (1) Usucă frotiul în aer (2) Spală lama de 3 ori cu tampon fosfat salin și în final cu apă distilată pentru îndepăraterea excesului de material proteic din frotiu (3) Fixează 30 min cu alcool metilic (precauții) (4) Spală cu apă distilată (5) Plasează lama într-o cutie Petri cu frotiul în jos, cu extremitățile peste două baghete subțiri din sticlă (e g , capilare de pipetă Pasteur) (6) Filtrează soluția C direct în cutia Petri încât colorantul să pătrundă complet sub lamă și să scalde frotiul (7) Plasează cutia acoperită cu capacul la 37°C timp de 30 min pentru colorare (8) Spală cu apă distilată (9) Usucă în aer și montează preparatul sub lamelă în balsam de Canada sau altă rășină neutră pentru examinare Citire-interpretare: Incluziunile virale (corpusculii Guamieri) apar violet luminoși, vezi și tabelul 42-2 42 14 3 Hematoxilin-eozină, colorația cu Indicații: Urmărirea incluziilor sau efectelor citopatice virale pe frotiuri sau în secțiuni tisulare Vezi și comentariul la indicațiile colorației Giemsa Reactivi: (A) Fixativ Zenker Clorură mercurică (precauții) 70 g Sulfat de sodiu 10 g Bicarbonat de potasiu 25 g Apă distilată 1000 mL Solvă ingredientele în apă la cald Conservă la temeratura camerei^ Imediat înainte de utlizare, adaugă la cantitatea necesară pentru fixare acid acetic glacial (precauții) în proporție de 5 % (B) Soluția colorantă t Hemtoxilină 1,0 g Oxid mercuric (precauții) 0,5 g Alcool etilic 95° (precauții) 10,0 g Alaun de potasiu sau amoniu 20,0 g Apă distilată 200,0 mL 1222 Tabelul 42-2 м ю w ni , -Mdircclă prin colorații nespccifite (adaptat după O cheie pentru mterpretearea incluziunilor celulare și efectelor citopatice depistate in mici'0’ 1 WoodsșiWalkei; 1999) Prelevatul Raclat/fluid din vezicule cutanate Raclat/fluid din vezicule cutanate Sediment urinar Aspirat naso-farin-gian, Sediment urinar, Fecale Secreții nasalc/ cerebrale Colorații 5 Giemsa/Hematoxilină- eozină/Papanicolau Gutstein Giemsa/ Hematoxilin-eozină/ Papanicolau Giemsa/ Hematoxilin-eozină/ Papanicolau Giemsa/ Hematoxilin-eozină/ Papanicolau Giemsa/ Hematoxilin-eozină/ Modificări citopatice/incluziuni Celulă gigantă (până la lOOpm) mullinucleată celulă cu incluzie intranucleara marc, bazolîla,carc împinge cromatina nucleară spre periferie Cowdry A) sau densă, centrală, eozinofilă jurată de halou clar și aglomerări dc cromatllia nucleară (tip Cowdry В sau „cicatrice” de inclupr Celulele epiteliale scuamoase tumefiate cu in^zl1 citoplasmatice eozinofile, paralelipipedice іпс°^* rate cu un halou (corpi Gaurnieri) Celulă mare cu incluzie intranucleara marc, filă, înconjurata cu un halou clar („în och1 u nularc, bazoftle; celulele infectate și moarte p°l!! ratatinate, neclare, cu incluzii slab delinite (co^zl1 cuincluziileadeiiovirale) Cclulă cu nucleu mare, care conține o in^uZlț amfofilă sau bazofila, înconjurata cu o co|'(,atl| inițial incluzia poate fi confundată cu cea a virnsulul herpes simplex sau varicella-zoster Celule gigante multinucleate cu incluzii eozin01 intracitoplasmaticc și intranuclearc Celule waiar în гпалкіі nla nl/in/vloivlivwtllni nnl Iile, uzual paranuclcarc; in infecția prelung3 3 stazdei iiiinocomproniise apar celule mante n111 , ' „I „ I I? ■ „i mai numeroase, Virus Varicella-zoster Variola-vaccinia Cilomegalic Adenovirus Observații Sensbilitate mediocra (e g,, în infecția congenitală: 0,25-0,50) Dificultăți dc interpretare Sensibilitate insuficientă, Pentru necesitățile terapeutice toate rezultatele nega-live trebuie coiiîirinte prin colorația cu IF Tabelul 42'2 (continuare) Prelevatul Colorații Modificări citopatice/incluziuni Virus Observații Aniprcntc/Sccțiuni cerebrale (cornul lui Amon, hipocamp, cerebel) Mann,Sellers Inckizii cozinofilc (colorația Mann), roșii magenta (colorația Sellers) intracitoplasmatice, rotunde sau alungite, cu dimensiuni variate (2-lOpm) Rabic Frotiu cervical uterin Papanicolau Atipic koilocitică: celule epiteliale scuamoase keratinizate apar balonizate cu unul sau mai mulți nudei măriți de volum, hipcrcromatici (cromalina aglomerată în mase grosiere) înconjurați de o arie citoplasmică clara; celule izolate sau în mici aglomerări au citoplasmă oranjofilă cu modificări diskeratozice Papillomavirus Secțiuni cutanate Hcmatoxilină-eozină Soluție Lugol Celule epiteliale scuamoase cu masă incluzională intracitoplasmatică acidofilă, hialină, granulară (corpuscul molluscum) care umple aproape toată celula; iodofilă Molluscum conlagiosum Frotiu dc măduvă osoasă Giemsa Procritroblaști și crilroblaști cu nudei cozinofili balonizați cu incluzii marginale (celule „lanternă”) Papovavirus B19 Secțiuni cerebrale Hematoxilin-eozină Oligodendrocite cu nucleu mărit dc volum și incluzie intranuclcară bazofilă, eozinofilă sau amfofilă Polyomavirus JC Sediment urinar Papanicolau Incluzii inlranucleare mari dense, bazofile care umplu nucleul și îi dau un aspect pătat Polyomavirus BK Secțiuni hepatice Tricromă modificată11 Orccină11 Albastru Victoria11 Hepalocite cu depozite intracitoplasmatice colorate Hepatitei В a Coloranți cu afinitate pentru legaturile disullîdicc ale antigenului HBS Dizolvă hematoxilina în alcool și, la cald, alaunul în apă Amestecă soluțiile de hematoxilină și alaun și adu, cât mai repede posibil, amestecul la punctul de fierbere Adaugă oxidul mercuric în momentul când soluția devine intens purpurie Răcește repede îh curent de apă Filterază prin hârtie Conservă la temperatura camerei în flacon bine închis Deși colorantul poate fi utilizat imediat după răcire, cele mai bune rezultate dă după câteva zile de la preparare (C) Eozină soluție apoasă 0,5% (D) Iod soluție 0,5% în alcool etilic 95° (precauții) (E) Alcool etilic (precauții') 80°, 95° și absolut (F) Tiosulfat de sodiu soluție apoasă 0,5% (G) Hidroxid de amoniu (precauții) (H) Xilol (precauții) a) Procedura pentru frotiuri (I) Usucă frotiul în aer (2) Spală lama de 3 ori cu tampon fosfat salin și în final cu apă distilată pentru îndepărtarea excesului de proteine (3) Fixează cu soluție Zenker cel puțin 8 ore (4) Spală 30 de min cu apă de robinet (5) Deshidratează în etanol de 80° (6) Transferă pentru 5 min în baie cu alcool iodat 5% (7) Transferă pentru 5 min în baie cu soluție 0,5% tiosulfat de sodiu (8) Spală 5 min sub curent de apă (9) Colorează 10 min cu hematoxilină (10) Diferențează în baie de hidroxid de amoniu diluat până apare culoare albastră (~ 10 min ) (11) Contracolorează 2-5 min cu soluția 0,5% de eozină (12) Deshidratează în 3 băi cu alcool etilic de 95° apoi rapid în două băi cu alcool etilic absolut (13) Clarifică 2-3 min în fiecare din două băi cu xilol (14) Usucă, montează, examinează (b) Procedura pentru secțiuni de țesuturi este de competența laboratoarelor de morfopatologie Citire-interpretare: Nucleii apar colorați în albastru închis, citoplasmă în nunațe de roz, incluziunile acidofîle (eozinofile) în roșu, cele bazofile (hematoxilinofile) în albastru 42 14 4 Imunofluorescente, colorații Colorații imunofluorescente (IF) (vezi Capitolul 25) sunt posibile și utile în următoarele circumstanțe: • Detectarea rapidă și specifică în aspiratul nasofaringian sau hipofaringian a unor virusuri respiratorii care determină modificări celulare imposibil de sesizat prin colorații nespecifice: e g , virusul respirator sincițial (sensibilitatea colorației TF aproape egală cu 1225 izolarea virusului sau cu ELISA), virusurile gripale A, B, paragripal (sensibilitate totuși inferioară izolării de virus, de unde necesitatea cultivării probelor negative în colorațiile IF); • Confirmarea rapidă a diagnosticului de rujeolă • Diferențierea pneumoniei determinată de virusul citomegalic (CMV) de infecția inaparentă cu acest virus prin colorația IF a celulelor din spălătura bronhoalveolară; diferențierea infecției inaparente de reactivarea infecției cu CMV prin cuantificarea antigenemiei grație colorației IF a leucocitelor periferice cu anticorpi monoclonali față de antigenul structural p65 al CMV 42 14 5 Mann, colorația Indicații: Colorarea corpusculilor Babeș-Negri în rabie; rezultate bune și pentru alte incluzii virale Vezi și comentariul la indicațiile colorației Giemsa Reactivi: (A) F ixativ Zencker (vezi 42 14 3 ) (B) Albastru metil (albastru anilină) 1,0 g Apă distilată 100,0 mL (C) Eozină 1,0 g Apă distilată 100,0 mL Dizolvă coloranții în apă Amestecă 35 mL soluție (B) cu 35 mL soluție (C) Adaugă amestecul soluțiilor colorante la 100 mL apă distilată și omogenizată Conservă la temperatura camerei a) Procedura pentru frotiuri sau amprente tisulare: (1) Usucă frotiul în aer (2) Spală lama de 3 ori cu tampon fosfat salin și o dată cu apa distilată pentru îndepărtarea excesului de proteine (4) Fixează cu soluție Zencker cel puțin 8 ore (5) Spală în apă de robinet 30 min (6) Colorează 60 min cu soluția Mann de albastru metil-eozină (7) Diferențiază în alcool etilic absolut (precauții) care conține o cantitate mică de bicarbonat de sodiu (8) Tratează câteva secunde cu acid acetic diluat (9) Usucă, trece lama prin xilol și montează preparatul pentru examinare (b) Procedura pentru secțiuni tisulare este de competența laboratoarelor de anatomie patologică ■ Citire-interpretare: Corpusculii Babeș-Negri și alte incluziuni eozinofile aj)ar roșii Vezi și tabelul 42-2 42 14 6 Papanicolau, colorația Indicații: Excelente rezultate la urmărirea incluziunilor virale pe frotiuri Prin fixarea imediată a frotiurilor cu alcool etilic, alcool-etilic-eter sau alcool izopropilic se prezervă mai bine structurile celulare, în special cele nucleare, ceea ce nu realizează colorațiile care presupun uscarea inițială a frotiului în aer (vezi mai sus) 1226 Reactivi: (A) Fixativi: Alcool etilic 95° (precauții) 50 mL Eter p a (precauții) 50 mL Alternativ pot fi utilizați alcool etilic 95° sau izopropilic 70% (B) Soluția de hematoxilină: Vezi 42 14 3 reactivul (B) (C) Acid clorhidric (precauții) soluție apoasă 0,5% (D) Soluția de carbonat de litiu Carbonat de litiu soluție saturată III picături Apă distilată 100 mL (E) Soluția de Orange G Orange G soluție apoasă (prepară prin încălzire) 10% 5,000 mL Alcool etilic absolut (precauții) 95,000 mL Acid fosfotungstic 0,015 g Colorantul EA36 Verde lumină soluție 0,5% 45,00 mL (în alcool etilic 95°) Brun Bismark soluție 0,5% 10,00mL (în alcool etilic 95°) Eozină soluție 0,5% 45,00 mL (în alcool etilic 95°) Acid fosfotungstic 0,02 g Carbonat de litiu soluție saturată I picătură (G) Alcool etilic (precauții) 95°, 80°, 70°, 50° (G)Xilol sau toluol Procedura: (1) Fixează frotiul (imediat după preparare, tară uscare!) 10-15 min în amestecul alcool etilic-eter (2) Trece lamele succesiv în baie de alcool etilic 70°, 50° și apă distilată (3) Colorează 10-15 min în baie cu soluția de hematoxilină (4) Spală cu apă distilată (5) Cufundă lama de 3 ori la rând în soluția 0,5% de acid clorhidric (6) Spală cu apă distilată (7) Cufundă lama 1 min în soluția de lucru de carbonat de litiu (8) Trece lama pe rând în băile de alcool etilic 50°, 70°, 80°, 95° (9) Colorează 1 min cu soluția de Orange G (10) Clătește lama cu alcool etilic 95° pentru îndepărtarea excesului de Orange G (11) Colorează 30 sec până la 2 min cu colorantul EA36 (12) Clătește succesiv în alcool etilic 95° și alcool etilic absolut (13) Clarifică în xilol sau toluol, montează pentru examinare Citire-interpretare: Structurile bazofile (nucleul, incluzii virale, incluzii chlamidiale tinere) sunt colorate în albastru prin hematoxilină, cele acidofile (incluzii virale, incluzii chlamidiale mature) în roșu-oranj prin eozină și Orange G, citoplasmă în verde albăstrui prin verde lumină Vezi și tabelul 42-2 1227 42 14 7 Sellers, colorația Indicații: Colorație excelentă și economică pentru depistarea corpusculilor Babeș- Negri în suspiciunea de rabie Reactivi: (A) Albastru de metilen 10 g Alcool metilic absolut 100 mL fără acetonă (precauții) (B) Fucsină bazică 0,5 g Alcool metilic absolut 50,0 mL fără acetonă (precauții) (A) Soluția colorantă de lucru Amestecă și omogenizează într-un flacon picurător brun 2 volume soluție stoc A cu 1 volum soluție stoc B Soluția colorantă de lucru poate fi utilizată după 24 ore de la prepararea amestecului Procedura: (1) Imediat după efectuare, fără uscare sau fixare, acoperă amprenta încă udă cu colorant Sellers Menține 10-30 sec pentru colorare (2) Varsă colorantul și clătește lama cu tampon fosfat 0,0067 M, pH 7,0 (3) Usucă și examinează Citire-interpretare: Corpusculii Babeș-Negri apar roșu magenta cu structură heterogenă 42 15 MICROMETRIE Indicații: Măsurători ale structurilor fungice (hife, organe de fructificare, conidii, spori), ale protozoarelor (trofozoiți, chiști) sau helminților (ouă, larve) necesare identificării speciilor Principiu: Elementele figurate ale preparatului microscopic sunt măsurate prin comparație cu o scală micrometru ocular anterior calibrată în raport cu o scală micrometru obiectiv etalon Calibrarea micrometrului ocular trebuie făcută pentru fiecare combinație ocular-obiectiv cu care lucrăm la un anumit microscop Necesar: (1) Micrometru ocular, rondelă de sticlă pe care este gravată o scală cu 100 diviziuni (fig- 42-1) (2) Micrometru obiectiv, lamă de sticlă care are în centru o scală cu 100 diviziuni a 10 pm Focusarea micrometrului obiectiv este facilitată prin înscrierea scalei într-o arie marcată prin două cercuri concentrice (fîg 42-2) (3) Microscop 1 (4) Preparatul microscopic Procedura: Etalonarea micrometrului ocular (1) Montează în diafragma ocularului rondelă de sticlă cu micrometru (2) Așează pe platina microscopului lama cu micrometrul obiectiv 1228 Fig 42-1 Micrometru ocular este o scală cu 100 diviziuni gradate pe un disc din sticlă, care trebuie introdus în diafragma ocularului Fig 42-2 Micrometrul obiectiv este o scală cu 100 diviziuni a 10 pm fiecare (jos) gravată pe o lamă din sticlă și înconjurată de 2 cercuri concentrice, care facilitează prinderea imaginii (sus) (3) Focusează scala micrometrului obiectiv cu obiectivul selectat pentru examinare (4) Suprapune, prin rotirea ocularului, în linie dreaptă diviziunile celor două scale micrometrice, a ocularului și a obiectivului (5) Stabilește câte diviziuni ocular se suprapun exact pe un număr de diviziuni obiectiv (fig 42-3) (6) Prin regula de trei simplă calculează mărimea unei diviziuni ocular în combinația ocular-obiectiv folosită E g,, 11 diviziuni ale scalei ocular corespund exact cu 3 diviziuni ale celei obiectiv, adică la 30 pm Prin urinare o diviziune ocular are 30:11= 2 73 pm Dacă nu ai scală micrometru obiectiv, folosește o rețea de numărat elemente figurate sanguine, pe care un pătrățel cu suprafața de 1/400 mm2 are latura de 50 pm E g , în combinația ocular-obiectiv folosită pentru exemplul anterior, 75 diviziuni ale scalei oculare corespund exact la 4 pătrate mici, adică la 200 pm Prin minare o diviziune a scalei ocular are 200: 75 = 2,67 pm Eroarea de 0,06 pm este acceptabilă Tehnica măsurătorii: (1) Fixează pe platină preparatul microscopic și focusează (2) Plasează în centrul câmpului microscopic elementul de măsurat (3) Rotează ocularul pentru a parareliza scala micrometrică cu axele reprezentative ale elementului de măsurat (diametru, lungime ș a ) (4) Mobilizează platina microscopului pentru a suprapune scala micrometrică cu o diviziune la extremitatea stângă a axului de măsurat și numără în câte diviziunise se 1229 Fig 42-3 Etalonarea micrometrului ocular la examinarea cu obiectivul 40X și cap binocular 1,6X Pentru o imagine cât mai clară, prima diviziune a micrometrului obiectiv a fost suprapusă pe diviziunea 4 a micrometrului ocular Săgeata arată că 3 diviziuni ale micrometralui obiectiv (30 mm) corespund cu 11 diviziuni ale celui ocular (vezi textul) Fig 42-4 Alinierea micrometrului ocular etalonat în raport cu un element de măsurat (vezi textul) încadrează acesta Repetă operațiunea pentru un număr de 10-50 elemente morfologice similare (în raport cu abundența acestora pe preparat), și calculează, în diviziuni ale scalei oculare, mărimea medie (5) Transformă mărimea calculată din diviziuni oculare în micrometri în exemplul din fig 42-4 sporangiul focusat la mărire de 512X măsoară 37 diviziuni micrometrice oculare Conform etalonării (fig 42-3) 37 diviziuni x 2,73 =101 pm BIBLIOGRAFIE BANCROFT, J D„ A STEVENS, D R TURNER (1990): Theory and Practice of Histolological Tech-niques, 3-rd edn, Churchill Livingstone,Edinburgh FLOURNOY, D J„ S J N MC NADD, E D DODD (1982): Rapid trichrome stain J Clin Microbiol 16:573 GOSEY, L L„ R M HOWARD, F G WITEBSKI et a! (1985): Avantage of a modified toluidine blue O stain and bronhoalveolar lavage for the diagnosis of Pneumocistis carinii pneumonia J Clin Microbiol 22:803 * HAGEAGE, G J , B J HARRINGTON (1984): Use of Calcofluor white in clinical mycology 'tah Med 15:109 HALEY, L D , J TRANDEL, M B COYLE (1980): Practicai methods for culture and identification of fungi în the clinical microbiology laboratory Cumitech 11, Amer Soc Microbiol Washington D C: p 15 HOTCHKISS, R D (1984): A microchemical reaction resulting in the staining of polysaccharide structures in fixed tissue preparations Arch Biochem 16:131 JOHNSON, M J , E THATCHER, M E COX (1995): Techniques for controlling variability in Gram-stain-ing of obligate anaerobes J Clin Microbiol 33:755 1230 KAYE, M (1958): A peroxidase staining procedura for the identification of polymorphomuclear leucocytes and leucocyte casts in the urinary sediment N Engl J Med 258:1301 KNOW-CHUNG, K J„ W B HILL, J E BENNETT (1981): New special stain for histopathological diagnosis of crytptococcosis Clin Microbiol 13:383 MANGLES, J L , M E COX, L H LINBERG (1984): Methanol fixation An alternative to heat fixation of smears before staining Diagn Microbiol Infec Dis 2:129 MCCATER, Y S , A ROB1NSON (1994): Detection of acid-fast bacilii in concentrated primary specimen smears stained with rhodaminine-auramine atroom temperatura and 37°C J Clin Microbiol 32:2487 RYAN, N J , G SUTHERLAND, K COUGHLAN et al (1993): A new trichrome-blue stain for detection of microsporidial species in urine, stool and nasopharyngeal specimens J Clin Microbiol 31:3264 SLIFKIN, M„ R CUMBRIE (1988): Congo red as a fluorochrome for the rapid detection of fungi ,) Clin Microbiol 26:827 WEBER, R„ R T BRYAN, R L OWEN et al (1992): Improved light microscopical detection of microsporidia spores in stool and duodenal aspirates N Engl J Med 326:161 WOODS, G L , D H WALKER (1996): Detection of infection or infections agentsby use ofcytologic and histologic stains Clin Microbiol Rev 9:382 43 DILUENȚII UTILI ÎN MICROBIOLOGIA CLINICĂ (DUMITRU BUIUC) 43 1 DILUENȚI UTILI PENTRU CHIMICALE 43 1 1 Alcool cu diferite concentrații 43 1 2 Apa distilată 43 1 3 Apa deionizată 43 2 SOLUȚII TAMPON 43 2 1 Soluții de tampon fosfat 43 2 2 Tampon veronal pH 8,6 43 3 DILUENȚI ȘI MATERIALE PENTRU SUSPENSII CELULARE 43 3 1 Apă peptonată 0,1% 43 3 2 Tampon fosfat salin pH 7,3 43 3 3 Himmelweit, tampon fosfat salin 0,02 M, pH 7,2 43 3 4 Soluție salină izotonă 43 3 5 Nisip spălat cu acid 43 3 6 Tampon veronal salin pH 7,3 43 4 SOLUȚII PROTECTOARE ȘI CON-SERVANTE 43 4 1 Soluția Alsever 43 4 2 Soluție salină izotonă 43 4 3 Richardson, soluție pentru conservarea complementului 43 5 MĂSURAREA pH-ULUI ÎN MICROBIOLOGIA CLINICĂ 43 5 1 Metoda colorimetrică Indicatori de pH Indicatorii de pH pentru mediile de cultură diferențiale, selective și dc identificare Indicatori pentru măsurarea pH-ului mediilor de cultură la condiționare și controlul de calitate 43 5 2 Metoda potențiometrică 43 1 DILUENȚI PENTRU CHIMICALE 43 1 1 Alcool cu diferite concentrații Indicații: solvent pentru coloranți și alte substanțe; agent de diferențiere sau deshidratare în colorații Procedura: pentru prepararea diferitelor concentrații de alcool pornind de la o concentrație dată procedează conform indicațiilor din tabelul 43-1 Tabelul 43 -1 Obținerea alcoolului cu diferite grade de concentrație Concentrația2 dorită 95 90 85 8C 75 70 65 60 55 50 45 40 100 6 50 13,25 20,54 28,59 37,58 47,75 59 37 72 82 88 60 107 44 130 26 158 56 p 95 6,41 13,33 20,95 29,52 39 18 50 22 63 00 77,99 95 89 117 57 144 46 Q 90 6,56 13 79 21 89 31 10 41 53 53 65 67 87 84 71 105 34 130 80 Q O 85 6,83 14,48 23 14 33,03 44,48 57,90 73 90 93,30 1 l'V 34 “C 80 7 20 15 35 24 66 34 44 48,07 63 04 81 38 104 01 75 7 64 16 37 26,47 38 32 52 43 69 54 90 76 70 8 15 17,88 28 63 41 73 57 78 77 58 65 8,76 19 02 31 25 46 09 64 48 o U 60 9,47 20 47 34 36 51 43 55 10 35 22 90 38 46 50 11 41 25 55 aProcedura: La 100 mL alcool în concentrația de plecare adaugă apă distilată în cantitatea indicată la intersecția coloanei corespunzătoare concentrației dorite cu rândul corespunzător concentrației de plecare 1232 43 1 2 Apa distilată Apa obținută în distilatoarele comerciale metalice este insuficient de pură pentru prepararea mediilor de cultură sau suspensiilor microbiene în aceste scopuri distilarea trebuie făcută cu aparate din sticlă Apa de robinet supusă distilării trebuie tratată cu un „vârf de cuțit” de permanganat de potasiu și câteva rotule de hidroxid de sodiu pentru a asigura oxidarea substanțelor volatile la cald, care ar putea trece în distilat 43 1 3 Apa deionizată Pentru deionizare, într-un dispozitiv special, apa este filtrată succesiv prin două coloane de rășini: una de cationi, alta de anioni Coloanele trebuie periodic regenerate prin clătire cu soluții 10% de HC1 (schimbătorul de cationi) respectiv NaOH (schimbătorul de anioni) urmată de clătire abundentă cu apă distilată până la neutralitatea efluentului Deionizarea apei poate fi făcută în dispozitive comerciale 43 2 SOLUȚII TAMPON 43 2 1 Tampon fosfat, soluții Prepararea soluțiilor stoc: vezi tabelul 43-2 Prepară soluțiile stoc de fosfați în flacoane din sticlă borosilicată (Pyrex, Yena, Pyrom etc ) Sterilizează soluțiile prin auto-clavare la 121°C pentru un timp corespunzător volumului (vezi tabelul 3-1) Conservă la temperatura camerei sau la 4°C în flacoane ermetic închise Tabelul 43-2 Prepararea soluțiilor stoc de fosfați cu diferite molarități Substanța“ Greutatea moleculară Cantitatea de substanță în grame per litru de apă distilată pentru molaritâțileb: 0,5 M 0,2 M 0,15 M 0 1 M 0 067M 0 01 M Fosfat monosodic NaH2PO4 120 00 60,00 24 00 18 00 12,00 8 04 1 20 Fosfat disodic Na2HPO4 141,97 70,99 28 39 21,29 14,20 9 51 1 42 Fosfat monopotasic KH2PO4 136,09 68 05 97 22 20 41 13 61 9,12 1 36 Fosfat dipotasic K2HPO4 174,23 87,12 34 85 26,13 17,42 11,67 1 74 и “Valorile din tabel sunt calculate pentru substanța anhidrâ Dacă utilizezi fosfați cristalizați, sumează greutatea moleculară a substanței cu greutatea moleculară a apei de cristalizare: e g soluția de Na HPO,-12 H,0 pentru molaritatea de 0,2 conține (141,97 + 216,1) x 0,2 = 358 1 x 0,2 = 71,62 grame per litru b Pentru a nu bloca spațiile de depozitare cu volume mari de soluții este convenabil a utiliza soluții stoc mai concentrate, care pot fi diluate corespunzător în momentul utilizării 1233 Prepararea soluțiilor de lucru: Pentru a obține pH-ul dorit, amestecă soluțiile stoc cu aceeași molaritate conform indicațiilor din tabelul 43-3 Tabelul 43-3 Prepararea soluțiilor de tampon fosfat cu diferite pH-uri Fosfat monosodic sau monopotasic (mL) Fosfat disodic sau dipotasic (mL) pH Fosfat monosodic sau monopotasic (mL) Fosfat disodic sau dipotasic (mL) pH 96,9 3,1 5,4 50,0 50,0 6 8 95,0 5,0 5,6 45,0 55,0 6 9 93,5 6 5 5 7 39,0 61,0 7 0 92,0 8,0 5,8 33,0 67,0 7 1 90,0 10,0 5,9 28 0 72,0 7 2 88,0 12,0 6,0 23,0 77,0 7 3 85,0 15 0 6,1 19,2 80 8 7 4 81,5 18,5 6,2 16,0 84 0 7 5 77 5 22,5 6,3 13,0 87 0 7 6 73,8 26,2 6,4 10 5 89 5 7 7 68,5 31,5 6,5 8,5 91 5 7 8 64 0 36,0 6,6 7 0 93 0 7 9 56,5 43,5 6 7 5,5 94 5 8 0 43 2 2 Veronal, tampon pH 8,6 Indicații: contraimunoelectroforeză Veronal 6,2 g (acid 5,5 dietilbarbituric) Veronal sodic 34,2 g (5,5 dietilbarbiturat de sodiu) Lactat de calciu pentahidrat 1,6 g Azid de sodiu 2,0 g Apă distilată 4000,0 mL (1) Dizolvă ingredientele prin încălzire la 75°C sub agitare continuă (2) Răcește la temperatura camerei și, dacă mai este necesar, ajustează la pH 8,6 ± 0,2 cu soluție 1 M de NaOH (3) Conservă la 4°C, condiție în care mai rămâne eficient cel puțin 6 luni Cănd în băile electrozilor apar precipitate acestea pot fi îndepărtate cu o soluție acidă diluată 1 M 43 3 DILUENȚI ȘI MATERIALE PENTRU SUSPENSII CELULARE 43 3 1 Apă peptonată 0,1% Indicații: Diluent pentru cuantificarea bacteriilor din prelevate patologice, decontaminarea sputei etc Peptonă 1 g Apă distilată3 1000 mL “Preferabil tampon fosfat disodic-monopotasic 0,67 M, pH 6,8-7,0 1234 (1) Dizolvă peptonă (2) Condiționează soluția în volume de 100 mL (3) Sterilizează la autoclav (4) Conservă la temperatura camerei sau la 4°C 43 3 2 Fosfat, tampon salin pH 7,3 Indicații: Soluție larg utilizată pentru suspensionarea și diluarea celulelor Clorură de sodiu 8,00 g Fosfat dipotasic 1,21 g Fosfat monopotasic 0,34 g Apă distilată sau deionizată 1000,00 mL (1) Adaugă și dizolvă, pe rând, ingredientele în apă (2) Condiționează în volume de 100 mL (3) Sterilizează prin autoclavare (4) Conservă la temperatura camerei sau la 4°C 43 3 3 Himmelweit, tampon fosfat salin 0,02 M, pH 7,2 Indicații: Diluarea reactivilor, spălarea și suspensionarea hematiilor de cocoș în reacțiile de hemaglutinare și inhibare a hemaglutinării cu ortho- sau paramixovirusuri (A) Soluția stoc de fosfat disodic 0,5 M Na2HPO4 70,99 g Apă distilată sau deionizată 1000,00 ml (1) Dizolvă fosfatul disodic în apă (2) Condiționează în volume de 100 mL (3) Sterilizează prin autoclavare (4) Conservă la temperatura camerei sau la 4°C (B) Soluția stoc de fosfat monopotasic 0,1 M KH2PO4 13,61 g Apă distilată sau deionizată 1000,00 mL Procedează ca pentru soluția (A) etapele (1 )-(4) (C) Soluția de lucru (a) Soluția de fosfat disodic 0,02 M Soluție stoc (A) 80 mL Apă distilată sau deionizată 1920 mL (b) Soluția stoc de fosfat monopotasic 0,02 M Soluție stoc (B) 200 mL Apă distilată sau deionizată 800 mL Clorură de sodiu 23,29 g Soluția (a) 2000,00 mL Soluția (b) 740,00 mL (1) Amestecă soluțiile (a) și (b) (2) Dizolvă clorură de sodiu 1235 (3) Condiționează în volume de 500 mL (4) Sterilizează la autoclav (5) Conservă la temperatura camerei sau la 4°C 43 3 4 Izotonă, soluție salină (ser fiziologic) Clorură de sodiu 8,5 g Apă distilată sau deionizată 1000,00 mL (1) Dizolvă sarea în apă (2) Condiționează în volume adecvate (3) Sterilizează la autoclav (4) Conservă la temperatura camerei 43 3 5 Nisip spălat cu acid Indicații: Omogenizarea țesuturilor Procedura: (1) Adaugă 5 volume de soluție N de HCl (precauții) peste un volum de nisip alb și lasă peste noapte (2) Spală nisipul în curent de apă până ce efluentul nu mai este acid (3) Spală de cel puțin 10X cu câte 10 volume de apă distilată sau deionizată agitând bine pentru suspensionarea nisipului (4) După ultima spălare, scurge nisipul pe câteva foi de hârtie de filtru groasă (5) Acoperă cu altă foaie de hârtie de filtra și usucă la - 100°C (6) Sterilizează la etuvă la 180°C 43 3 6 Veronal, tampon salin pH 7,3 Indicații: Diluent în reacția de fixare a complementului (A) Clorură de sodiu 85,00 g Veronal 5,75 g Veronal sodic 3,75 g (1) Dizolvă veronalul în ~ 500 mL apă distilată sau deionizată prin încălzire la cca 75°C sub agitare continuă (2) Adaugă veronalul sodic și clorură de sodiu și dizolvă prin agitare (3) Diluează la - 1700 mL cu apă distilată sau deionizată (B) Clorură de calciu anhidră 0,29 g v Clorură de magneziu hexahidratat 1,68 g (1) Dizolvă clorurile în - 100 mL de apă distilată și deionizată (C) Soluția stoc (1) Amestecă și omogenizează soluțiile (A) și (B) (2) Diluează la 2000 mL cu apă distilată și deionizată (3) Condiționează în volume de 500 mL (4) Sterilizează la autoclav (5) Conservă la la 4°C 1236 (D) Soluția de lucru Prepară cantitatea necesară pentru o zi de lucru prin diluarea 1/5 a soluției stoc cu apă distilată sau deionizată Aruncă restul care rămâne la sfârșitul zilei de lucru 43 4 SOLUȚII PROTECTOARE ȘI CONSERVAM E 43 4 1 Alsever, soluție protectoare Indicații: Conservarea hematiilor pentru RFC sau RIH Notă: nu utiliza sânge conservat cu soluție Alsever pentru preparare de agar-sânge deoarece prezența glucozei alterează hemoliză streptococilor Glucoză Citrat de sodiu Acid citric Clorură de sodiu Apă distilată 20,50 g 8,00 g 0,55 g •4,20 g 1000,00 mL (1) Dizolvă ingredientele în ordinea anunțată (2) Condiționează în volume de 100 mL (3) Sterilizează la autoclav (4) Conservă la temperatura camerei sau la 4°C Prelevă 1 volum de sânge în două volume soluție Alsever Omogenizează și conservă la 4°C Hematiile astfel conservate pot fi utilizate ~ o săptămână 43 4 2 Azid de sodiu, soluție salină cu Indicații: diluant și prezervant pentru serul sangvin Prepară o soluție 0,8% azid de sodiu în ser fiziologic 43 4 3 Richardson, soluție pentru conservarea complementului Soluție stoc (A) Borax (NaB4O7-10H2O) 0,57 g Azid de sodiu (NaN3) 0,81 g NaCI soluție saturată ad 100,00 mL (B) Acid boric (H3BO3) 0,93 g Borax 2,29 g Sorbitol H,74 g NaCI soluție saturată ad 100,00 mL Conservarea complementului: Ser sangvin de cobai2 8 volume Soluție stoc A 1 volum Soluție stoc В 1 volum Amestec de ser sangvin, perfect decantat, prelevat individual de la mai mulți cobai masculi 1237 (1) Amestecă în serul sangvin volumul de soluție A, apoi B (2) Condiționează în flacoane de 5-10 mL ermetic închise; conservă la 4°C (3) în aceste condiții de conservare activitatea hemolitică a complementului rămâne nemodificată 6-8 luni 43 5 MĂSURAREA PH-ULUI ÎN MICROBIOLOGIA CLINICĂ 43 5 1 Metoda colorimetrică Indicatorii de pH Indicații: Verificarea și corectarea pH-ului mediilor de cultură, reacții de identificare bazate pe fermentarea unui carbohidrat, decarboxilării unui aminoacid, hidrolizei unor substrate etc ; determinarea pH-ului unei umori sau prelevat patologic (e g , urină, secreții vaginale) Principiu: Substanțe numite indicatori de pH sunt compuși slab acizi sau slab bazici care, în funcție de pH-ul mediului în care sunt dizolvați, disociază sau nu cu apariția de grupări cromatofore la trecerea dintr-o formă în alta în practica determinărilor colorimetrice de pH sunt selectați indicatorii al căror viraj de culoare este cât mai puțin influențat de prezența sărurilor, alcoolilor sau proteinelor în soluții Necesar: (A) Indicatorii pentru mediile de cultură diferențiale, unele medii selective și de identificare sunt prezenți în tabelul 43-4 și detaliile care îl însoțesc Tabelul 43-4 Indicatorii de pH utilizați la prepararea mediilor de cultură diferențiale, selective și de identificare biochimică a bacteriilor Indicatorul Concentrația uzuală (%) mL 0,05 N NaOH per g indicator Solventul3 Zona de pH Virajul culorii (acid-alcalin) Andradeb - - Apă 5,0-8,0 Roz-galben Albastru bromtimol 0,2 3,2 Apă sau etanol 50° 6,0-7,6 Galben-albastru Albastru timol 0,2 4,3 Apă sau etanol 50° 1,2-2,8 8,0-9,6 Roșu-galben Galben-albastru Fenolftaleină 0,1 - Etanol 50° 8,3-10 Incolor-roșu Roșu clorfenol 0,2 4,7 Apă sau etanol 50° 4 8-6,4 Galben-purpuriu Roșu Congo 0,1 - Apă 3,0-5,2 Albastru-roșu Roșu crezol 0,2 5,3 Apă sau etanol 50° 7 2-8,8 Galben-roșu Roșu fenol 0,2 5,7 Apă sau etanol 50° 6,8-8,4 Galben-roșu Purpur bromcrezol 0 2 3,7 Apă sau etanol 50° 5 2-6,8 Galben-purpuriu Roșu metil 0,02-0,5 - Etanol 50° 4,2-6 3 Roșu-galben Roșu neutru 0,1 - Etanol 50° 6,8-8,0 Roșu-galben Turnesofi - - Etanol 40° 5 0-8 0 Roșu-albastru “Indicatorii solubili în alcali diluați se solvă inițial în soluție 0,05 N NaOH completată cu apă până la 100 mL: e g , 0,2 g albastru de bromtimol se solvă în 3,2 mL soluție 0,05 N NaOH și se completează cu apă distilată până la 100 mL b Vezi textul 1238 • Indicatorul Andrade Fucsină acidă 0,5 g Apă distilată 100,0 mL NaOH soluție 1 N 15-18 mL Dizolvă fucsina acidă în apă distilată și adaugă, sub agitare, din soluția alcalină exact până la schimbarea culorii în galben-pai Lasă amestecul 24 de ore la temperatura camerei cu agitări frecvente Dacă colorantul nu a fost suficient de decolorat, mai adaugă din soluția alcalină, amestecă și mai așteaptă 24 ore Culoarea finală a soluției indicatoare trebuie să fie galben-pai și trebuie obținută cu minimum de soluție alcalină Domeniul de viraj: pH 5,0 = roz, pH 7,2 = incolor, pH 8,0 = galben Testarea soluției indicator nou preparate Adaugă indicatorul în proporție de 1% la apă peptonată cu pH 7,2 și determină pH-ul (vezi mai jos) Notează creșterea de pH determinată de alcalinitatea indicatorului Uzual, cu o soluție de indicator corect preparată creșterea pH-ului este de cca 0,2 unități Toate loturile de mediu la care este adăugat indicatorul Andrade vor avea deci pH-ul inițial mai scăzut pentru a asigura pH-ul final dorit după adăugarea indicatorului • Tinctura de turnesol Turnesol granular 80 g Etanol 40° 300 mL (1) Mojarează turnesolul și transvazează-1 într-un flacon cu 150 mL etanol (2) Fierbe 1 minut și decantează supematantul Adaugă restul de etanol peste granulele de turnesol, fierbe 1 minut și adaugă fluidul de la prima fracțiune (3) Centrifughează decocția și ajustează volumul supematantului la 300 mL cu etanol 40° (4) Adaugă cu picătura soluție 1 N de HC1 până ce soluțiadevine purpurie (B) Indicatorii pentru măsurarea pH-ului mediilor de cultură și soluțiilor • Largă utilizare în acest scop au indicatorii din seria nitrofenolului (tabelul 43-5) Scara etalon Michaelis (1) Alege tuburi din sticlă boro-silicată cu formă, calibru și culoare identice: 36 pentru scara etalon și o rezervă pentru soluțiile de testat și martori (vezi mai jos) Tabelul 43-5 Soluțiile stoc de indicator Michaelis Indicatorul Zona de pH Concentrația soluției (greutate/volum) a-dinitrofenol 2,8-4,4 0,050% P-dinitrofenol 4,0-5,4 0,025% paranitrofenol 5,4-7,0 0,100% metanitrofenol 6,8-8,4 0 300% 1239 Tabelul 43-6 Prepararea etaloanelor de pH din scala comparativă Michaelis Seria I Seria II Numărul tubului pH Soluția de cc-nitrofenol diluată 1/10 Soluția N/10 de Na2CO3 Numărul tubului pH Soluția de y-nitrofenol diluată 1/10 Soluția N/10 de Na:COț 1 2,8 0,51 6,49 1 4,0 0,74 6,26 2 3,0 0,78 6,22 2 4,2 1,10 5 90 3 3,2 1,20 5,80 3 4,4 1,65 5 35 4 3 4 1,74 5,26 4 4 6 2,40 4 60 5 3 6 2,50 4,50 5 4,8 3,40 3,60 6 3,8 3,40 3,60 6 5,0 4 50 2 50 7 4,0 4,60 2,40 7 5 2 5,50 1 50 8 4,2 5 70 1,30 8 5,4 6,60 0,40 9 4,4 6,70 0,30 Seria III Seria IV Numărul pH Soluția de Soluția N/10 Numărul рн Soluția de Soluția N/10 tubului p-nitrofenol de Na2CO3 tubului m-nitrofenol de Na2CO, diluată 1/10 diluată 1/10 1 5,4 0,16 6,84 1 6,8 0 27 6 73 2 5,6 0,25 6,75 2 7,0 0 43 6 57 3 5,8 0,40 6,60 3 7 2 0,66 6 34 4 6,0 0,63 6,37 4 7,4 1,00 6 00 5 6 2 0,94 6,06 5 7 6 1,50 5,50 6 6,4 1,40 5,60 6 7,8 2 30 4 70 7 6,6 2,08 4 92 7 8 0 3 00 4 00 8 6 8 3 00 4,00 8 8 2 4 20 2 80 9 7,0 4,05 2,95 9 8,4 5,20 1 80 (2) Prepară scala etalon Michaelis conform indicațiilor din tabelul 43-6 (3) închide tuburile la flacără La întuneric, în stative speciale, pot fi păstrate indefinit Comparatorul Walpole: fig 6-4 • Benzi de hârtie impregnate cu soluție indicator ca și soluții indicator gata pentru lucru sunt comercializate de diferite firme împreună cu etaloanele colorimetrice corespunzătoare care au gradiente scalare de 0,5 sau 0,1 unități Procedura: , (A) Apreciază modificările de pH induse de cultivarea bacteriei conform precizărilor din Capitolul 40 sau 41 (B) Aprecierea colorimetrică a pH-ului soluțiilor (i e medii de cultură, umori etc) (1) Aprecierea orientativă, grosieră, folosește hârtia de turnesol pentru determinarea acidității versus alcalinității și hârtii indicator cu scale de pH de la 1 la 14 și diviziuni de 1 și 0,5 unități Umectează hârtia indicator cu soluția testată Compară, după 15-30 secunde modificarea de culoare cu scala colorimetrică etalon și identifică pH-ul care dă culoare identică celei obținute 1240 (В) Aprecierea în zecimi de unități Pot fi folosite benzi de hârtie indicator cu micro-diviziuni ale domeniului de pH identificat în etapa anterioară Folosirea indicatorilor și scării etalon Michaelis evită dezavantajele hârtiei indicator la determinarea pH-ului unor soluții care au culoare de fond (e g , cazul mediilor de cultură) Plasează în comparatorul Walpole, conform schemei din fig 6-4, eprubete identice cu cele ale scării etalon, care conțin: -eprubeta 1: un etalon; ’ - eprubeta 2: 6 mL soluție de cercetat + ImL apă distilată; - eprubeta 3: 6 mL soluție de cercetat + ImL soluție indicator; - eprubeta 4: 7 mL apă distilată; - eprubeta 5: un etalon de valoare apropiată primului; - eprubeta 6: 6 mL soluție de cercetat + ImL apă distilată; Schimbă câte un etalon până la identitatea de culoare cu soluția de cercetat + soluția indicator 43 5 2 Metoda potențiometrică Indicații: Metodă cu mare randament în laboratoarele confruntate cu determinarea precisă a pH-ului unor numeroase probe Principiu: Apropierea a două straturi cu încărcătură electrică diferită determină apariția între ele a unei diferențe de potențial numită „potențial de electrod”, care este influențată de temperatură și de concentrația în soluție a ionilor electrodului respectiv Aceasta din urmă poate fi determinată când cunoaștem: potențialul normal al electrodului și temperatura soluției Concentrația ionilor de hidrogen într-o soluție o putem determina folosind un electrod de hidrogen și un electrod standard de calomel Pentru comoditatea lucrului, electrodul de hidrogen a fost înlocuit cu electrodul de sticlă Principiul electrodului de sticlă este următorul: o membrană foarte subțire de sticlă care separă două soluții cu pH diferit capătă un potențial electric egal cu diferența de pH dintre cele două soluții Necesar: pH-metru, care fiind însoțit de prospect și manual de utilizare ne scutește de a insista asupra acestor amănunte Procedura: Ne rezumăm numai la precizarea precauțiilor pentru funcționarea corectă a aparatului (1) Manipulează cu precauție electrodul de sticlă, care este foarte fragil (2) înainte de a începe fiecare serie de măsurători asigură-te că electrodul de calomel este plin cu soluția saturată de KC1 (3) Asigură-te că instrumentul și soluția de măsurat au temperatura indicată de producător (4) Etalonează cât mai frecvent aparatul folosind o soluție de tampon standard cu pH cunoscut (5) Spală electrozii în curent de apă distilată după fiecare măsurare 1241 (6) Dacă, la citire apar deviații de valori, lasă electrozii pe loc pentru echilibrare și agită ușor soluția (7) Nu retrage electrozii când circuitul electric este închis (8) Când nu utilizezi instrumentul păstrează electrozii imersați în apă distilată BIBLIOGRAFIE CRUICKSHANK, R J P DUGUID, В P MARMION et al (1975): Medical Microbiology voi 2 12'"’ edn, Churchill Livingstone Edinburg, pp 82-95 HOSKINS J M (1967): Virological Procedures, Butterworth, London, pp 327-330 MITRICĂ-KONDI, N (1981): Laboratorul Clinic Biochimie, Editura Medicală, București, pp 28-62 INDEX ALFABETIC A AABTL 116 Abcese 228 viscerale 198 Abiotrophia 585 Absidia 996, 997 Acanthamoeba 191 Acanthamoeba-Hartmanella 185 Acetonă 555 Achromobacter 765 Acetat 1102 Acid aminococcus 926, 927 - p-aminobenzoic 1098 - benzoic 70 - boric 1054 - clavulanic 413 - folie 1098 - beta-hidroximiristic 558 - 3-hidroxitetradecanoic 558, 559 - lactic 189 - 10-metiloctadecanoic 559 - muramic 559 - nalidixic 1066 Acizi nucleici izolare 127 Acremonium 1021, 1022 Actinobacillus 797, 859, 860, 862, 863, 864 Actinomyces 202 Actinomicete 109, 206 Actinomicetoame 202 ADCL 116 Adenovirus 154, 361 ADN 111 ADN-aza 1103, 1104 Adonitol 710 Aerobactina 716 Aerococcus 587 Agar 99, 357, 1053 - Baird Parker 1091 - Wilkins-Chalgren 1061 - bilă-esculină 1060 - Bordet-Gengou 1065 - bromcrezol purpur 1078 - CIN 1070 - ciocolat 1057 - Chapek-Dox 1079 - CLED 1070 - cartof-glucoză 1078 - Mac Conkey 1074 - eosină-albastru de metilen 1071 - Grundel-Tietz 1068 - HBT 1081 - Hekfoen 1072 - HYL 1089 - infuzie 1056 - Leifson 1073 - Levură extract 1079, 1090 - Istrati-Meitert 1072 - MRS 1083 - Mueller-Hinton 1096 - Mycosel 1079 - nutritiv 1056 - PLET 1064 - PSD 1081 - Sabourand 1079 - Salmonella-Shigella 1075 - sânge 1056, 1060, 1061, 1093 - Skiirow 1067 - sulfit de bismut 1075 - Thayer-Martin 1089 - Tinsdale 1069 - tripticază 1057 - triptoză 1057 - verde-brillant 1076 - Vogel-Johnson 1092 - VL sânge 1061 - Wilkins-Chalgren 1097 - xiloză-lizină 1076 Agrobacterium 765 Albastra de bromtimol 339, 1072 -metilen 99, 188 -toluidină 1202 Alcaligenes 765 Alcooli 71, 75, 1232 Alcool etilic 189 Aldolaza 111 Alexină 20 Altemaria 1025, 1026 Amidon hidrolază 1053, 1105 Amikacina 413, 424 Aminoacizi 556 Aminoacizi deconboxilaze 1131 Amfotericină В 556 Amibe 191 Amoxicilină 407, 413, 424 Ampicilină 407, 413, 424 Amplificare genică 128 Anaerobi 184, 1060 Angina Vincent 216 Antibiotice-determinarea sensibilității 420, 433, 453, 483 Antibiotice monitorizarea terapiei 387 Antiftmgice 1096 Antigen 503, 512 Antigene capsulare 717 - “H” 720 - “K” 720 Antiseptice 71 Antibiograma 194, 453, 470 Antrax 52 Apă bidistilată 501 - deionizată 1233 - distilată 1233 - peptonată 1234 Aparatul lacrimal 302 1243 Apophysomyces 996 D-Arabinitol 558 Arcanobacterium haeniolyticum 211 Arginin hidrolază 1106 Arii sulfatază 1108 ARN 111 Arsuri 197 Arthroderma 1009 Artrite 4, 198 Ascaris lumbricoides 254 Ascomycetes 955, 963 Ascospori 979, 1108 ASLO 529 Aspergiloze 1021, 1025 Aspergillus sp 512, 1018, 1019, 1020 - nidulans 202 - pelletieri 202 Asteroplasma 928 Auxanograma 1092 Azid de sodiu 1092 Azitromicină 408, 413, 424 Azlocilină 407, 413, 424 Aztreonam 407, 413, 424 В Bacili acido-rezistenți 207, 881 - gram-negativi 765, 782, 913 - gram-pozitivi 245, 919 Bacillus 109, 512, 657, 658, 660, 661, 664 Bacilul difterie 1167, 1168 - piocianic 184 Bacterii 104, 206, 304, 309, 311, 900 Bacto-peptona 357 Bacteroides 900, 913 - fragilis 33, 918 Bacitracină 1109 Bacteriemii 166 Bacteriuria 258, 259 Bacteroidacee 109 Bartonella 797, 878 Bifîdobacterium 919, 920, 922 Bila-esculina, test 1110 Biloliza, test 1111 Biocenoză 111 Biotipia 720, 731 Biotopul 113 Blefarite 303, 314 Bordetella pertussis 526, 797, 814, 815, 819 Borrellia burgdorferi 945 Borreliile 944, 947 Brevundimonas 765 Brucella 513, 797, 850, 854 Bunyavirus 156 Bulion nutritiv 72 - aero-anaerob 1062 - gram-negativi 1077 - infuzie 1057 - Middlebrook 1087 - Pike 1093 - Preston 1066 - Selenit 1077 - tioglicolat 1062 - Todd-Hewitt 1093 - tripticază 1058 - UF 1062 Brucele 206 Burkholderia 765 C Calymatobacterium 18, 797, 827, 872, 874 CÂMP, test 1112 Campylobacter 317, 350 Candida albicans 184, 512, 558 Candidoze 216 Carbapeneme 407 Carbenicilină 406, 413, 424 Carbohidrați 556, 1112, 1118 Carbonat de potasiu 105 Cărbune 1051, 1053 Cardiobacterium 797, 872, 873 Caruncula lacrimală 302 Casaminoacizi 1052 Catalaza 111 -, test 10 40, 1112 Cazeină 631, 677, 1052, 1122 Cefaclor 407, 424 Cefalosporine 407 Cefalotină 407, 413, 424, 1123 Cefamandol 407, 424 Cefamicine 407 Cefazolină 407, 424 Cefepim 407, 413, 424 Cefiximă 407, 424 Cefmetazol 424 Cefonicid 424 Cefoperazonă 424 Cefpodoximă 407, 414, 424 Cefoprazonă 351 Cefotetan 413 Cefmetazol 407 Cefprozil 407, 425 Cefotetan 424 Cefoxitin 407, 424 Cefsulodin 1070 Ceftazidimă 414 Ceftezoxima 407 Cefotaximă 407, 424 Cefuroximă 407, 424 Celobioză 710 Chinolone 408 Chlamidii 253, 304, 309, 513 Chlamydia pneumoniae 211 - trachomatis 523, 526 Chriseomonas 765 Chromobacterium 797, 874 '' Cianmethemoglobina 514 Cicloheximidă 351, 1066, 1067 Cicloserină 413 Cinoxacină 408 Ciprofloxacină 408, 413, 425 L-cistein 1084 Cistinaza 1123 Citozină 111 Citrat feric 1072 - feriamoniacal 1076 - de sodiu 1077 1244 «71 874 Citrat utilizare 1124 Cladosporium 196 Claritromicină 407, 415, 425 Clindamicină 408, 414, 425 Clona 113 Cloramfenicol 357, 408, 414, 425 Cloroform 555 Clorură de calciu 1051 - - sodiu 501, 503, 1124 Clostridii 353, 354 Clostridium 901, 913 difficile 19 - perfringens 19, 512 Coaguloza 1125 - septicum 19 Coccidioides 196 Coci 594 - gram-negativi 608 Coeficient fenolic 72 Coenzima Q 555 Colistin 351 Colat de sodiu 1070 Coloranții 1045 Coloranți 1189, 1190 - sensibilitate 1127 Colorația Gimenez 1199 - fluorescentă 1204 - Giemsa 1205 Colorații pentru lungi 1202 Colorația Gram 1209 - Grocoti-Gomori 1205 - Gutstein 1221 - cu hematoxilină-eozină 1206, 1222 - imunofluorescentă 1225 - Kinyoun 1192 - cu lactofenol 1207 - Lugol 1200 - Machiavello 1200 - Mann 1226 - Masson-Fontana 1207 - May-Griinwald-Giemsa 1217 - Mueller-Chermer 1193 - cu nigrozină 1198 - Papanicolau 1226 - Sellers 1228 - pentru spută 1220 - Stemheimer-Mallin 1219 - cu tuș de India 1197 - pentru virusuri 1221 - Ziehl-Neeisen 1193 Coloranți pentru protozoare 1214 Comamonas 765 Conjunctivite 154, 303, 304 Corinebacterii 109, 620-626, 632-647 Corynebacterium diphteriae 211, 620, 622, 624, 626-628 Coronavirus 154 Coxiella bumetti 513 Cristal violet 340, 1070 Cromatografia 546 Cromatografie-indentificare rapidă 545 Cryptococcus 184, 185, 191, 512 Cycloheximidă 357 Coxsackie В 156 D Decarboxilarea aminoacizilor (teste) Dermatoccoccus 583, 584 Detergenți cationici 75 Dozoxicolat de sodiu 1070 Diaree 5, 155 Dietileter 555 Difterie 5 Digestie, teste 1133 Diluanți 1045 Dimetilsulfoxid 479 Dioxid de carbon 1134 E EDTA 1064 EIA 521 Eikenella 797, 875 Electroimunodifuzii 507 Electroforeză în gel 133 Empieme 228 Encefalite 156, 183 Endotoxina 558 Enterobacteriacee 109, 245, 363, 34C Enterobacterii patogene 738, 749 Enterococi 600, 606 Enterococcus 586, 603 Enterotoxine stafilococice 581 Enterovirus 154 Eosina Y 99 Epidermophyton 1005 Epididimite 285 Epiglotita 5, 223 Epstein-Barr 154 Eritromicină 408, 414 Erysipelothrix 692 Erizipeloid 692 Escherichia coli 696, 709, 711 Esculin-hidrolaza, test 585, 631, 1134 Etambutol 414 Etionamidă 414 Eubacterium 922 Eumicetoame 202 Exudate 218 F Faringite 210, 217 Febra tifoidă 13, 52, 724 - Q 52 Fenacetină 70 Fenilalanindezaminaza 116, 702, 705, 1 Fenoli 71, 74 Fenoloxidaza 1166 Filtrarea 68 Flavimonas 765, 785 Flavobacterium 766, 768, 771 Floare de sulf 70 5-Fluorocitozina 402, 414 Fluconazol 414 Fonsecaea 1028 Formaldehidă 71, 74 Forme L 1031 Fosfataza, test 1138 Francisella 855 Fungemiile 167, 180 Fungi 953, 1078 Factor V 1136 - X 1137 - XV 1137 Fusobacterium 915 - Citrobacter 739 - Cladophialophora 959, 1027 - Clavispora 963 - Clostridium 901, 910 - Coccidioides 959, 1030 - Cokeromyces 955 - Conidiobolus 955, 996 - Corynebacterium 620 - Cryptococcus 965, 991 - Cunninghamella 996, 997 G Gardnerella 809 Gastropirillum hominis 317 Gelatina, hidroliză 631, 664, 792, 793, 1140 Gemella 587, 594 Genul Absidia 955 - Acidaminococcus 926 - Achromobacter 768 - Acinetobacter 787, 793 - Acremonium 1021 - Actinobacillus 859 - Actinomadura 683 - Actinomyces 920 - Aeromonas 760 - Agaricales 956 - Altemaria 1026 - Apophysomyces 955 ■ Arcanobacterium 652 - Arcobacter 832 - Arthrobacter 653 - Arxiozyma 963 - Ascomyceta 954, 963 - Aspergillus 1019 - Aureobacterium 655 - Aureobasidium 1027 - Bacillus 657, 658 - Bacteroides 915 - Bartonella 878 - Basidiobolus 955 - Beauveria 1022 - Bifîdobacterium 920 - Bipolaris 1027 - Blastomyces 959, 1029 - Blastoschizomyces 964, 990 - Bordetella 814 - Borrelia 944 - Brevibacillus 657 - Brevibacterium 654 - Brucella 850 - Burkholderia 769 - Calymatobacterium 872 - Candida 964, 971, 990 - Campylobacter 827 - Cardiobacterium 873 - Cellulomonas 654 - Cellulosimicrobium 654 - Chaetomium 1027 - Chlamydoabsidia 955 - Chromista 956 - Chromobacterium 874 - Chrysosporium 1022 - Chytridiomycete 954 - Curvularia 1028 - Debaryomyces 963 - Delacroinia 955 - Dermatobacter 655 - Dermatofiți, diag 1000, 1003 - Dermatophilus 683 - Dipodascus 963 - Dothideales 955 - Eikenela 875 - Empedobacter 768 - Enterobacter 742 - Epidermophyton 1005 - Erysipelothrix 692 - Escherichia-Shigella 709, 711 - Eubacterium 920 - Exophiala 1028 - Flavobacterium 768 - Fonsecaea 986 - Francisella 855 - Fusarium 1022 - Fusobacterium 915 - Galactomyce 964 - Gardnerella 809 - Geotrichum 991 - Globicatella 587 - Gordonia 679 - Haemophilus 797 - Hafiiia 743 - Hansenula 971 - Helicobacter 842 - Helcococcus 587 - Histoplasma 959, 1030 - Hypocreales 555 - Issatchenikia 964 - Kingella 876 - Klavispora 963 - Klebsiella 740 - Kluyveiromyces 964 - Kocuria 583 - Kytococcus 583 - Lactobacillus 667 - Legionella 821 - Leifsonia 655 - Leptospira 935 - Leuconostoc 606 - Levuri, diag 961, 967, 974 - patologie infecțioasă 966 - Listeria 687 - Malassezia 965, 992, 994 - Mannheimia 859 - Megaspnera 926 - Microascales 955 - Microbacterium 655 1246 Genul Micrococcus 583 - Microsporum 1000, 1005 - Mobiluncus 920 - Moraxella 787 - Morganella 748 - Mycobacterium 881 - Mycoplasma 928 - Neisseria 608 - Nesterenkonia 583 - Nocardia 671 - Nocardiopsis 683 - Oerskovia 655 - Oligella 787 - Paecillomyccs 1023 - Paenibacillus 657 - Paracoccidioides 959, 1030 - Pasteurella 859 - Pediococcus 585 - Penicillium 1023 - Tropheryma 683 - Tsukamurella 679 - Turicella 656 - Ureaplasma 928 - Veillonela 926 - Vibrio 753 - Yarrowia 964 - Yersinia 734 - Zygomycete 954, 995, 997 Gentamicina 407, 414 Geotrichum 991 Glicocalix 1141 Glicozidaze 1142 Globii oculari 299 Glucoza 189, 631, 1058, 1078, 1113, 1118, 1128-1132 Glutaraldehida 70, 74 Guanina 111 - Peptococcus 924 - Peptostreptococcus 924 - Phialophora 1028 - Pichia 964 - Planococcus 583 - Plesiomonas 763 - Pneumocystidales 955, 959 - Poriales 956 - Porphyromonas 915 - Prevotella 915 - Propionibacterium 920 - Pseudomonas 767 - Psychobacter 787 - Proteus 745 - Providencia 747 - Pythium 956 - Rinosporidium 956 - Rhisopus 955 - Rhodococcus 679 - Rhodotorula 993 - Rothia 656 - Saccharomyces 964 - Saksenaea 955 - Salmonella 723 - Scedosporium 1024 - Scopulariopsis 1025 - Scyta lidium 1028 - Serratia 744 - Shewanella 765 - Shigella 697 - Sordariales 955 - Spirocheta 935 - Sporobolomyces 965 - Sporothrix 1028 - Staphylococcus 562 - Stomatococcus 583 - Streptobacillus 868 - Streptococcus 586 - Streptomyces 683 - Tetragenococcus 594 - Torulopsis 930, 941 - Treponema 948 - Trichosporon 993, 994 - Tricophiton 1005 H Haemophilus sp 797 Hansenula 971 Helicobacter pylori 842 Hemină 351, 797, 1137 Hemaglutinarea, test hemofilie 1143 Helcococcus 587 Hemolizin 568, 716 Hemoliză, test 1143 Hemocultura 165 Hibridarea 135, 136 Hidrogen sulfurat (H2S) 1143 Hipocloriți 71, 73 Hipoxantină 1144 Hipurat, hidroliza 1144 Histoplasma 959, 1030 HPLC 555 I Imidazoli 414 Imipenem 407, 414, 421 Impetigo 196 Imunodifuzii 504 Imunofluorescența 526 Imunotransfer 527 Incinerarea 78 Incubația 405 Indicatori pH 1114 Indol 1145 Infecții 183, 210, 211, 255, 287, 317, 526 Inocolul 403 Intimina 711 lodofori 71, 72 Irgasan 1070 Izoniazidă 414 Izoprenoidquinone 555 К Kanamicină 407, 414, 426 Keratite 157 Kingella 876 Kocuria 583 Kytococcus 583 1247 L b-Lactamaze 477 b-Lactamine 416 Lactobacili 667 Lactobacillus 667 Lactoză 1070, 1071, 1072, 1073, 1074, 1075, 1076, 1128 Lancefield 1148 Laringite 222 Lapte tumesolat 1150 Latexaglutinarea 192 Lămpi germicide 69 Lecitinază 1151 Lecitinovitelina 1151 Legionella 821 Leptospire 935 Leuconostoc 606 Levofloxacin 426 Levuri 961, 966, 974, 1154 LCR-examen 182 Lipaza 1152 Lizină 1131 Listeria 687 Lizotipia 580, 636, 722, 731, 786 Lizozim 1064 Loracarbef 426 M Macrolide 408 Malarie 526 Malassezia 966, 967, 968, 970, 975 D-Malat 1152 Malonat 1152 Maltoză 612 Manitol 1070 Manoză 585 Materii fecale 115 Medicamente antimicrobiene 410, 487 Medii de cultură 98, 1045 izolare 1059 Medii de îmbogățire 100 - selective 99 Medii nutritive de uz general 1055 - agar Columbia 1055 — infuzie cord 1055 cord creier 1056 — nutritiv 1056 — sânge 1056 ciocolat 1057 — tripticază soia 1057 triptoză 1057 - Bulion infuzie came 1057 cord creier 1058 tripticoză soia 1058 Medii de conservare Dorset 1099 SG 1099 Sporulare 1099 Medii speciale pentru Bordetella 1065 aeromonas 1059 anaerobi 1060 Bacillus 1064 - - Brucella 1065 — Campylobacterii 1066 — Corynebacterii 1068 — Enterobacterii 1070 ■ - Formele L 1036, 1037 Fungi 1078 — Gardnerella vaginalis 1081 — Haemophilus 1082 — lactobacili 1083 — Legionele 1084 Leptospire 1084 Listerii 1085 Micobacterii 1086 — Micoplasme 1087 Neisserii 1088 Nocardii 1090 Pseudomonas 1090 Stafilococi 1091 Streptococi 1092 — Testarea sensibilității la antibiotice 1096 — Vibrioni 1094 — MILF ИЗО — MIU 1129 — SG 1099 Medii de transport Amies 1051 — - Cary-Blair 1052 — cu hidrolizat de cazeină 1052 Hanks 1053 Jones-Kendrick 1053 — - Sucroză-fosfat 1054 — - Stuart 1054 pentru vibrioni 1053 Megasphaera 926 Meningite 4, 156, 183, 184, 189 Meningococi 476, 511 Meticilină 406, 414, 426 Metronidazol 414 Metoda colorimetrică 1238 — potențiometrică 1241 Metode moleculare 532 Mezlocilina 408, 426 Micetoame 199, 202 Micoze 968 Micobacterioze traumatice 197 Micoplasme 928 Microchips 130 Micrococcus 583 Microsporum 1000, 1005 Miocardite 156 Mobilitate 1153 Mobiluncus 920 Monobactame 407 \ș Moraxella 787 Morganella 748 Mycobacterium 881 Mycoplasma 928 N Nafcilină 421 Nalidixic acid 421, 414, 426 Neisserii 608 Nesterenkonia 583 Netilmicină 407 1248 Niacină producere 1156 Nisip, preparare 1236 Nitrați, reducerea 1159 Nitrocefm 478 Nitrofurantoin 421, 414, 426 Nocardia 671 Norfloxacina 421, 414, 426 Novobiocină 350, 1070 O 0129, test 1160 Oerskovia 655 Ofloxacină 421, 426 Oligella 787 ONPG, test 1160 Optochin sensibilitate 1162 Orez creștere pe 1162 Orhite 285 Omitindecarboxilază 1131 Osteomielite 199 Otite 221 Oxacilină 408, 414, 426 Oxidare-fermentare test 1163 Oxidaza, test 1040, 1164 P Paecilomyces 1023 Paenibacillus 657 Paracoccidioides 959, 1030 Parotidite 155 Pasteurella 859 Patogenitate, teste 1167 Pediococcus 585 Peniciline 408, 414, 426 Penicillium 1023 Peptide 556 Peptococcus 924 Peptostreptococcus 924 Pericardite 156 Peritonite 5 Phialophora 1028 Pichia 964 Pielonefrite 5 Pigmentogeneza, teste 1169 Pilina 711 Piperacilină 408, 414 Pirazinamida 1170 Pirimidine 402 Pirogalol 105 Piruvat utilizare 1171 Piurie 259 Phialophora 1028 Planococcus 583 Pleoape 301 Plesiomonas 763 Pneumocystidales 955, 959 Pneumocystis carinii 955, 959 Pneumococi 589, 591, 594, 598 Pneumonii 5, 227, 253 PCR 129, 134, 144 - RAPD 144 - RFLP 145 - REP 145 - Hibridizare 145 - Secvențiere 45, 137 Poriales 956 Porfîrina, test 1172 Porphyromonas 915 Privotella 915 Profil plasmidic 140 Propionibacterium 920 Prosecvențierea 139 Proteina creativă 483 Prelevarea probelor 159 Prelucrarea probelor 162 Proteine 556 Proteus 745 Providencia 746 Prostatita 283 Producerea de amoniac, test 1107 Pseudomonas 767, 1039 Psychobacter 787 Puroi examen 195 PYR, test 1171 R Radiații UV 69 Radioimunidozare 521 Reacții antigen-anticorp 497 - de aglutinare 509 Fixare a complementului 512 -neutralizare 522 -precipitare 498 Reacții de imunofluorescența 526 Rezistotipia 722 Rhisopus 955 RIA 521 RIBA 527 Ribatipia 141 Rifampicină 408, 415 Rhodococcus 679 Rodothorul 993 Roșu fenol 1159 - metil 1173 - neutru 1165 Rotavirus 155 Rothia 656 S Saccharomyces 964 Saksenaea 955 Salmonella 723 Scedosporium 1024 Scopulariupsis 1025 Scytallidium 1028 Septicemii 4, 167 Servatia 744 Serotipia 720 Shewanella 765 Shigella 52, 697 Sifilis 52, 512, 935 Sindroame cardiace 156 - digestive 155, 327 - exanteme 156 - oculare 157, 299 1249 Sindroame respiratorii 154 - urinare 156 Sinuzite 220 SNC 155 Soluții conservante 1237 - Alsever 1237 - azid de sodiu 1237 - Richardson 1237 - tampon 1233 Soluție tampon 1233 Spirochete 935 Sporobolomyces 965 Sporothrix 1028 Stafilococ 196, 198, 472, 511, 563 Sterilizare 62 Stomatita Vincent 216 Stomatococcus 583 Streptobacillus 868 Streptococi 210, 244, 511, 522, 586 Streptomicină 408, 415, 444 Spectinomicină 408 Substrate cromagene teste 613 Sulfamide 415 Sulfizoxazol 415, 444 Supurații 183, 196, 198, 199 SXT, test 1174 T Taq polimeraza 130 Taxonomia numerică 112 Tehnica Westem-Blot 527 Telurit de potasiu teste 1174 Temperaturi de creștere 1175 Terapia antimicrobiană 396 Teste pentru bacterii fermentative 1106 Testul Elek 1168 - de umflare a capsulei 1180 - Voges-Proskauer 1186 - acidimetric 478 - cromogene 478 - cefalosporine 479 - iodometric 477 - Limulus 192 Tetraciclină 408, 416, 427 Tetragenococcus 594 Tiamină 1098 Ticarcilină 408, 416, 427 Tiofen 1176 Tirozină hidroliza 1177 Tobramicină 408, 416, 427 Toxiinfecții alimentare 369, 379 Toxigenaza “in vivo” 1167 Tract genital feminin 286 masculin 278 Tract respirator superior 208 inferior 224 Tract urinar 255 Transformarea genetică 128, 1177 Treponeme 948 Trichophyton 1010 — necesități nutritive 1179 Trichosporum 993, 994 Trimetoprim 408, 416, 427 Tropheryma 683 TSI 1128 Tularemia 52 Tulpina bacteriană 113 Turicella 656 Tween 1180 U Ubiquinone 555 Ulcere cutanate 198 Umflarea capsulei, test 1180 Ureaplasme 928 Ureaza 1181 Uretrite 279 Urocultură 268, 269, 272, 275 V Vagococcus 594 Vancomicină 408, 416, 427, 490, 1185 Veillonella 926 Vibrioni 753 Y Yarrowia 964 Yersinia 734 Z Zigomicete 954, 995, 997 1250 ERATĂ Pagina Rândul în loc de; Se va corecta: I î' Titlu MARIAN NEGUȚ Profesor UMF “Carol Davila” Catedra de Microbiologie Director Adjunct Institutul Cantacuzino Profesor UMF “Carol Davila” Catedra de Microbiologie, Epidemiologie, Parazitologie Cercetător științific Principal I INCDMI Cantacuzino II Caseta tehnică MIHAI Lista autorilor MIHAI ȘTEFĂNACHE V Lista autorilor Se va insera: DELIA BERCEANU-VĂDUVA, doctor medic, Șef de lucrări, Catedra de Microbiologie, UMF “Victor Babeș” Timișoara ROXANA MOLDOVAN, doctor medic, profesor, Șef catedră Microbiologie UMF “Victor Babeș” Timișoara XII 22 Se va adăuga Delia Berceanu-Văduva XII 23 Se vor adăuga Delia Berceanu-Văduva, Roxana Moldovan, Mircea loan Popa, Alexandru Rafila, Carmen Pânzaru XII 24 Lorena Gabriela Popa Loredana Gabriela Popa 4 Format: 16/70x100 Coli tipo: 79 Planșe: 62 pagini Lucrare executată la Imprimeria „Oltenia" Craiova Str Dr N 1 Sisești nr 21 Comanda 69